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RESUMO 
A atividade física regular tem sido amplamente relacionada a prevenção de doenças 
cardiovasculares. Estudos demonstraram que o exercício físico pode estimular a síntese de 
óxido nítrico (NO) e migração de células hematopoiéticas e de células progenitoras endoteliais 
(CPEs) da medula óssea para o sangue periférico, contribuindo para a regeneração do endotélio 
após a lesão arterial. O aumento de NO, assim como de citocinas e da ativação de fatores de 
transcrição como o NF-kappa B também foi observado após o tratamento com oxigenação 
hiperbárica (HBO), que consiste na inalação de 100% de oxigênio sob pressão maior que uma 
atmosfera e é amplamente estudado na cicatrização de feridas ou no reparo de lesões 
coronarianas. Neste trabalho, estudamos os efeitos isolados do exercício físico e do tratamento 
com HBO por 3 ou 7 dias, assim como a combinação destes em camundongos saudáveis 
(C57Bl/6J) com trombose induzida por cloreto férrico na artéria carótida. As análises foram 
realizadas em 3, 7 e 21 dias após a indução da lesão arterial. Artérias carótidas foram analisadas 
histologicamente para a verificação da formação do trombo, da atividade de gelatinases por 
zimografia in situ, dos níveis de óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e das metaloproteinases 
ADAMTS13, MMP-2 e MMP-9. Analisamos também a geração de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) e a ocorrência do processo autofágico pela detecção da proteína LC3. Os 
marcadores CD31 e CD34 foram utilizados para a detecção de CPEs no endotélio do vaso por 
imunohistoquímica e também em sangue periférico de animais tratados com HBO por 7 dias 
por citometria de fluxo. Observamos que o exercício físico foi capaz de diminuir o tamanho do 
trombo, mas não o de neoíntima, assim como de aumentar os níveis de eNOS, ROS e de 
promover o remodelamento vascular induzindo um aumento de ADAMTS13. O tratamento 
com HBO por sua vez, diminuiu tanto o tamanho do trombo quanto o de neoíntima, aumentou 
os níveis de eNOS, a atividade de gelatinases e promoveu o remodelamento arterial com 
aumento de ADAMTS13 e LC3. Quando combinados, os efeitos encontrados foram otimizados 
resultando na maior redução da área de trombo e de neotintima, além de promover o efeito 
prolongado destas intervenções no remodelamento do vaso 21 dias após a lesão arterial. 
Concluímos que tanto o exercício físico realizado durante 3 semanas, quanto o tratamento com 
HBO por 3 ou 7 dias foram capazes de diminuir o dano vascular pela trombose, mas que a 
combinação do exercício com o tratamento com HBO por 7 dias foi mais eficaz na resolução 
do trombo e da neoíntima, assim como no processo de cicatrização do vaso lesionado. Em 
conjunto, estes achados podem ser utilizados como terapia para o tratamento da trombose 
arterial. 
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ABSTRACT 
Regular physical activity has been largely associated with the prevention of cardiovascular 
diseases. Studies have shown that physical exercise can stimulate nitric oxide (NO) synthesis 
and migration of hematopoietic cells and endothelial progenitor cells (EPCs) from the bone 
marrow to the peripheral blood, contributing to endothelium regeneration after arterial injury. 
The increased production of NO, as well as cytokines and transcription factors such as NF-
kappa beta was also observed after treatment with hyperbaric oxygenation (HBO), which 
consists of 100% oxygen inhalation under a pressure greater than one atmosphere and is widely 
studied in wound healing or coronary injury repair. In this study, we studied the isolated effects 
of physical exercise and HBO treatment for 3 or 7 days, as well as their combination in C57B/6J 
male mice after ferric chloride-induced thrombosis in the carotid artery. Analyzes were 
performed at 3, 7 and 21 days after arterial injury. Carotid arteries were analyzed histologically 
for thrombus formation and gelatinase activity by zymography in situ, nitric oxide (NO) 
analysis by the detection of eNOS and metalloproteinases such as ADAMTS13, MMP-2 and 
MMP-9. In addition, we analyzed reactive oxygen species (ROS) generation, as well as the 
incidence of autophagic processes by detection of LC3 protein. CD31 and CD34 markers were 
used for EPCs identification in vessel endothelium by immunohistochemistry and also in 
peripheral blood of HBO treated animals for 7 days by flow cytometry. Physical exercise was 
able to decrease thrombus size, but not neointima, besides increase eNOS, ROS levels and 
promote remodeling by ADAMTS13. Treatment with HBO reduced both thrombus and 
neointima size, increased eNOS levels, gelatinase activity and promoted arterial remodeling 
with the increase of ADAMTS13 and LC3. Upon combination, all effects were optimized 
resulting in a greater thrombus and neotintima reduction, in addition to promotion of prolonged 
effect of these interventions on vessel remodeling 21 days after arterial injury, allowing a better 
endothelial recovery. We conclude that physical exercise performed for 3 weeks and HBO 
treatment for 3 or 7 days were able to decrease vascular damage from thrombosis, but the 
combination of exercise and 7-day HBO treatment was more effective in thrombus resolution 
and healing process of injured vessel. Taken together, these finds may be used as a new therapy 
for arterial thrombosis treatment. 
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I. INTRODUÇÃO 
1. Doenças Cardiovasculares 
As doenças cardiovasculares (DCV) são a primeira causa de mortes no mundo - em 
2017, 17,9 milhões de pessoas morreram em decorrência dessa condição, representando 31% 
das mortes no mundo. Destas mortes, 85% ocorreram devido ao acidente vascular cerebral 
(AVC) e ao infarto agudo do miocárdio (Oms, 2018). De uma maneira geral, AVCs ocorrem 
devido ao bloqueio da passagem do sangue para o coração ou o cérebro, sendo o aparecimento 
de placas de ateroma resultantes do acúmulo de gordura na camada média dos vasos sanguíneos 
e bloqueando o fluxo sanguíneo, a causa mais comum para este evento. Além disso, os AVCs 
também podem decorrer do sangramento promovido pelo rompimento de um vaso sanguíneo 
no cérebro ou pela formação de coágulos sanguíneos promovidos por alterações na coagulação 
sanguínea. 
Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as DCV já lideravam a classificação 
dentre as doenças que podem levar a óbito desde 2000, no entanto, a maioria destes óbitos 
podem ser prevenidos por meio da abordagem de fatores de risco comportamentais como o uso 
de tabaco, dieta e obesidade, inatividade física e uso nocivo de álcool. No Brasil, o índice de 
mortalidade devido doenças cardiovasculares foi de 28% em 2016 (Figura 1), sendo a principal 
causa de morte da população em geral.  
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Figura 1. Índice de mortalidade por doenças não infecto contagiosas no Brasil. As doenças 
cardiovasculares estão em maior proporção, seguido pelo câncer (Oms, 2016).  
 
Além dos fatores de risco comportamentais, muitas condições clínicas estão associadas 
às DCVs. Isso inclui diversas doenças, como pacientes com doença renal crônica (Di Lullo et 
al., 2015), artrite reumatóide (Lauper e Gabay, 2017), depressão (Hare et al., 2013) , infecção 
com  HIV (Volpe et al., 2017), apnéia do sono obstrutiva (Maeder et al., 2016) e a fibrilação 
atrial (Larsen et al., 2015), por exemplo, no qual esses pacientes possuem um risco muito maior 
de desenvolverem DCVs do que a população em geral. Sendo assim, as observações dos fatores 
de risco, sejam eles tradicionais ou não, são importantes ferramentas que podem facilitar o 
desenvolvimento de propostas de programas de prevenção com a finalidade de reduzir de forma 
expressiva a mortalidade por DCVs. Como recomendação, além da adoção de um estilo de vida 
mais saudável, a OMS enfatiza que a prática de exercícios físicos por pelo menos 30 minutos 
por dia deve ser fortemente encorajada (Oms, 2015). 
 
2. O Endotélio e a Hemostasia 
 O sistema vascular é composto por inúmeros vasos (artérias, arteríolas, veias, vênulas 
e capilares) que carregam sangue levando oxigênio e nutrientes para vários tecidos do corpo. 
As células endoteliais recobrem a parede interna de um vaso sanguíneo (Figura 2) e estão em 
íntimo contato com o sangue, formando uma barreira semipermeável com a matriz extracelular, 
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estrutura composta por diferentes proteínas sintetizadas pelas células endoteliais como 
colágeno, laminina, fibronectina, proteoglicanos e proteases (Mecham e Ramirez, 2018). 
 
 
Figura 2. Corte histológico de artéria carótida de camundongo. O vaso sanguíneo é 
composto por 3 camadas (íntima, média e adventícia), sendo as células endoteliais presente na 
íntima, o tipo celular que reveste o vaso internamente. Coloração de Verhoeff von Gieson 
(VVG) evidenciando a lâmina elástica (em preto).  Imagem: Denise G. Pedrosa. 
 
Devido à importância fisiológica da integridade vascular e da circulação do sangue, 
diversos mecanismos como a vasoconstrição, vasodilatação, a troca de constituintes sanguíneos 
circulantes para os tecidos e interações bioquímicas como os fatores de coagulação estão 
envolvidos na manutenção do endotélio e no reparo de lesões (Mecham e Ramirez, 2018). Em 
condições normais, células endoteliais atuam como um agente anticoagulante natural por meio 
da secreção de óxido nítrico (NO), pela metabolização de adenosina difosfato (ADP) para evitar 
a ativação de plaquetas e pela prevenção de ação da trombina, um potente agente envolvido na 
agregação (Hess et al., 2009). O endotélio em seu estado íntegro expressa diferentes 
anticoagulantes naturais como a trombomodulina, receptor que converte a trombina de seu 
estado enzimático pró-coagulante a anticoagulante, além de fatores regulatórios como a 
prostaciclina e o NO, que atuam no relaxamento de células musculares lisas, reduzem a força 
de cisalhamento e promovem a vasodilatação, inibindo a adesão e agregação de plaquetas 
(Fedorowicz et al., 2018). O balanço apropriado destes sistemas pró e anticoagulante, são de 
grande importância para evitar o desenvolvimento da trombose.  
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3. Cascata de Coagulação e a Trombose 
Tradicionalmente, a coagulação sanguínea é descrita em duas fases: hemostasia 
primária e secundária. Estas características tem evoluído significativamente e diferem do antigo 
modelo de coagulação de vias intrínseca e extrínseca, uma vez que se tornou mais plausível 
categorizar os processos físicos, celulares e bioquímicos em três fases como: iniciação, 
amplificação e propagação (Pérez-Gómez e Bover, 2007; Ganda, 2017). 
A partir do dano endotelial, ocorre o processo simultâneo de vasoconstrição, redução 
do fluxo sanguíneo e exposição de componentes da matriz extracelular. Na fase de iniciação, 
componentes como os glicosaminoglicanos, o colágeno e principalmente o fator tecidual (TF) 
(Gailani e Renne, 2007; Yau et al., 2015), medeiam uma cadeia de reações pró-inflamatórias e 
de reparo tecidual. Em seguida, ocorre rapidamente o recrutamento, a ativação e a adesão de 
plaquetas circulantes, que se ligam ao colágeno subendotelial exposto nos vasos através de 
interação com o fator de von Willebrand (vWF) (Löwenberg et al., 2010). Uma vez ativadas, 
estas plaquetas ativam outras plaquetas circulantes que acabarão por aderirem-se umas às 
outras, interrompendo a perda de sangue pela formação de um coágulo. Paralelamente a estes 
eventos, células endoteliais ativadas e células musculares lisas expressam mais TF, que se liga 
ao fator circulante VII e atua como um cofator, tornando-o ativado (VIIa) e formando o 
complexo TF/VIIa. Este complexo culmina na ativação do fator X por meio de interação com 
o fator IXa em uma taxa de 50 a 100 vezes superior ao complexo TF/VIIa (Tanaka et al., 2009). 
O fator Xa na presença de íons cálcio e do fator V,  reconhece e hidrolisa a protrombina em 
trombina e outros fatores da cascata de coagulação são então ativados, dando início a fase de 
amplificação (Monteiro, 2005).   
A trombina livre ativa mais plaquetas circulantes formando um grande agregado e 
permitindo a interação da mesma com outros componentes da superfície plaquetária com a 
consequente clivagem do receptor-1 ativado por proteases (PAR1), levando à intensificação da 
atividade pró-coagulante iniciada durante o fenômeno de adesão (Steinberg, 2005; Spoerri et 
al., 2018). A fase de propagação se estabelece e o fibrinogênio é clivado pela trombina em 
fibrina, o principal componente do trombo. O fator XIII, uma transglutaminase,  também é 
clivado, promovendo ligações covalentes cruzadas nas cadeias de fibrina e formando uma rede 
de fibrina importante para a estabilização do coágulo no local da lesão (Tanaka-Azevedo et al., 
2010; Kattula et al., 2018). No esquema da Figura 3 é possível verificar a representação da 
contribuição do endotélio para a coagulação do sangue. 
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Figura 3. Modelo da cascata de coagulação do sangue. Representação do modelo da 
coagulação baseado em superfícies celulares compreendendo as fases de iniciação, 
amplificação e propagação. Lesões endoteliais causam a exposição do fator tecidual (TF) para 
o sangue circulante, o qual se liga ao fator VIIa; o complexo TF-fator VIIa inicia a coagulação 
sanguínea através da ativação do fator IX e X e suas respectivas serinos proteases (IXa e Xa). 
O fator Xa gera traços de trombina e o cofator VIIa gera trombina suficiente para converter 
fibrinogênio em fibrina. Finalmente, polímeros de fibrina ligados ao fator XIIIa em conjunto 
com plaquetas e eritrócitos formam um coágulo estável. FT= Fator tecidual, a= ativado. 
Retirado de (Rodrigues et al., 2012). 
 
4. A Regulação Da Coagulação  
Quando finalmente o trombo formado é capaz de interromper a perda de sangue, o 
sistema de regulação da coagulação sanguínea se faz necessário para que não ocorra a formação 
exacerbada do trombo. Neste sistema, há o envolvimento de diversas proteínas como o inibidor 
da via do fator tecidual (TFPI), a proteína C (PC), proteína S (PS) e a antitrombina (AT), um 
poderoso inibidor de trombina e de outros fatores de coagulação que possui sua atividade 
acelerada pela heparina (Kazmi et al., 2015).   
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Durante a homeostase e na presença de cofatores como proteína S e fosfolípidos, a 
trombina transforma a PC, uma serina protease com potentes propriedades anticoagulantes, 
profibrinolíticas e anti-inflamatórias, em PC ativada (APC) de modo a promover a regulação 
negativa da cascata de coagulação (Palta et al., 2014). O receptor de proteína C (EPCR) 
melhora esta ativação ao se liga ao domínio rico em ácido γ-carboxil glutâmico (Gla) da PC, 
que se desacopla e interage com a PS, inativando o fator V e VIIIa da cascata de coagulação 
(Ghosh et al., 2007).  
Outra forma de regulação se dá por meio de inibidores de protease circulantes, que se 
ligam ao local ativo de proteases e inibem a clivagem do seu alvo, como o inibidor da 
sinalização do fator tecidual (TFPI). Neste caso, a formação de coágulos é interrompida por 
meio de dois processos independentes: formando um complexo quaternário com TF/FVIIa/FXa 
que inibe TF ao se ligar o fator Xa  e pela ligação ao FVa, inibindo a sua incorporação na 
protrombinase, uma enzima que catalisa a conversão de protrombina em trombina (Gader, 
2009). Em outros casos, ocorre o processo de degradação, em que o ativador de plasminogênio 
tecidual (t-PA) atua na dissolução final da malha de fibrina desencadeando a fibrinólise por 
meio da conversão de plasminogênio em plasmina (Chernysh et al., 2015; Kolodziejczyk-
Czepas et al., 2015) 
Coletivamente, esses eventos se unem para garantir que o sistema de coagulação do 
sangue esteja altamente regulado, o que leva também ao estabelecimento de um processo 
inflamatório. O acúmulo de leucócitos no tecido inflamado resulta de interações adesivas entre 
leucócitos e células endoteliais dentro da microcirculação. Após o início da formação do 
trombo, leucócitos circulantes são recrutados por plaquetas ativadas, que rapidamente migram 
para o local da lesão e mantêm interações moleculares fracas e reversíveis por meio de 
receptores presentes em células endoteliais e plaquetas (P-selectina) e no próprio leucócito (L-
selectina) promovendo o seu rolamento pelo endotélio (Swystun e Liaw, 2016). Em seguida, a 
ativação das integrinas desempenha um papel fundamental na mediação da interação adesiva 
firme dos leucócitos com as células endoteliais, momento em que ocorre a desaceleração dos 
leucócitos durante o rolamento a fim de facilitar a ligação de receptores acoplados à proteína 
G e imunoglobulinas expressas por células endoteliais. As principais integrinas envolvidas 
neste estágio pertencem à família de integrinas β2 e β1 (por exemplo, CD11b / CD18 e VLA-
4), que podem interagir com VCAM (molécula de adesão celular vascular) ou ICAM-1 
(molécula de adesão intercelular-1), os principais receptores para as β2-integrinas dos 
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leucócitos (Schnoor et al., 2015). Uma vez firmes ao endotélio, fatores de aumento da 
permeabilidade vascular, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de 
necrose tumoral (TNF), fator ativador de plaquetas (PAF), histamina, bradicinina, trombina e 
principalmente VE-caderina, aumentam a função das junções endoteliais e permitem a 
transmigração dos leucócitos (Sidibé e Imhof, 2014).  
Essas moléculas são importantes devido promover a ancoragem firme de leucócitos, 
além de coordenar as diferentes fases até a completa migração leucocitária para o endotélio, o 
que contribui para uma resposta inflamatória aguda (Leick et al., 2014). A migração 
leucocitária não atua apenas como um meio de direcionar leucócitos da luz vascular para o 
tecido extra vascular, mas também como um ponto crítico na regulação do fenótipo das células 
emigradas, de forma que o comportamento dos leucócitos em resposta a quimiotaxia, migração 
direcionada e interações com componentes do tecido extra vascular possam ser regulados. 
 
5. As Metaloproteínases e o Remodelamento Endotelial  
Após a estabilização do processo inflamatório, a resolução do trombo se faz necessária, 
sendo resolução o termo definido como a diminuição da massa do trombo (Cate-Hoek, 2018). 
Alguns estudos têm mostrado que a atividade de metaloproteinases de matriz (MMPs) é 
induzida durante a resolução do trombo, atuando no remodelamento dos vasos e na migração 
de células leucocitárias a fim de propiciar a regeneração do tecido vascular (Chabasse et al., 
2015; Nguyen et al., 2015; Howes et al., 2018). 
As MMPs, especialmente as gelatinases (MMP-2 e MMP-9), são enzimas proteolíticas 
encontradas em diversos compartimentos celulares, que degradam componentes proteicos da 
matriz extracelular (MEC) e da membrana basal, com substratos específicos reguladas pela 
transcrição gênica (Grzechocinska et al., 2018; Niu et al., 2018). Assim como a maioria dos 
processos, essas enzimas necessitam manter o balanço fisiológico, uma vez que suas funções 
podem ser tanto de regulação positiva quanto negativa.  
Em células endoteliais, a ativação de MMPs tem sido demonstrada como essencial para 
a angiogênese (Kwak et al., 2012), estando associada a proliferação de células musculares lisas 
(Song et al., 2017; Zhao et al., 2017) e a vascularização de célula tumorais pelo aumento da 
expressão de MMP-2 (Liu et al., 2018).  Em modelo animal de estenose arterial ou estase 
venosa, pesquisadores observaram que os níveis de MMP-2 não afetam o início da fase 
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inflamatória, mas que estão diretamente relacionados à severidade do espessamento da íntima 
após a migração de células musculares lisas para o lúmen do vaso sanguíneo (Deatrick et al., 
2013; Nadolski et al., 2018). Maiores concentrações de MMP-2 também foram encontradas em 
artérias de pacientes submetidos ao reparo de aneurisma abdominal da aorta, além da correlação 
positiva de MMP-9 com trombos menores, o que facilitaria a embolização do trombo 
(Bouzeghrane et al., 2007; Siennicka et al., 2016).  
Assim como evidências sugerem o envolvimento positivo de MMP-9 no 
remodelamento vascular, a desintegrina e metaloproteínase com domínios trombospondina 
(ADAMTS) 13 também tem sido amplamente estudada na regulação da trombose (Pickens et 
al., 2015; Pagliari et al., 2016; Dhanesha et al., 2017). Em condições normais, ADAMTS13 
rapidamente cliva e reduz o tamanho de cadeias multiméricas do fator von Willebrand (vWf), 
interrompendo a adesão plaquetária. A redução de sua atividade, seja hereditária ou adquirida, 
leva ao acúmulo de longas cadeias de vWf, agregação plaquetária e trombose, culminando no 
diagnóstico fatal de purpura trombocitopênica trombótica (TTP) (Di Pasquale et al., 2018). 
Além disso, estudos afirmam que baixos níveis desta metaloproteinase pode ser considerado 
como um marcador para fatores de risco de DCVs, como já descrito no desenvolvimento de 
trombose venosa em mulheres (Llobet et al., 2017) e como indicador de trombose de veia porta 
(Mikula et al., 2018). 
Em pesquisa com o uso de camundongos transgênicos, foi demonstrado que a expressão 
de ADAMTS13 recombinante em plaquetas foi capaz de inibir a trombose após a lesão arterial 
e de prevenir o desenvolvimento de TTP (Pickens et al., 2015). Além disso, o tratamento de 
camundongos submetidos a trombose intracerebral e a administração de ADAMTS13 
concomitante ao tPA (um medicamento considerado padrão ouro no tratamento de AVCs), 
mostrou-se eficaz na diminuição dos possíveis efeitos neurotóxicos ocasionados por este 
tratamento (Fan et al., 2016). 
 
6. Formação de neoíntima 
Quando os mecanismos regulatórios que controlam a formação do trombo apresentam 
disfunção, principalmente devido condições patológicas, quantidades excessivas de trombina 
iniciam a trombose. O trombo formado, por sua vez, cria um arcabouço no qual células 
musculares lisas (CMLs) podem assumir dois fenótipos diferentes, dependendo do estímulo 
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que recebem. O fenótipo contrátil, ou quiescente, é o aspecto normal da CML da camada média 
arterial e o fenótipo ativado ou proliferativo é a forma predominante em vasos lesionados. Estas 
CMLs modificadas podem migrar, sintetizar matriz, secretar fatores de crescimento, 
proteinases e mediadores inflamatórios responsáveis pela hiperplasia da camada íntima (Zain 
e Siddiqui, 2018).  
O remodelamento vascular com a degradação de matriz extracelular e sua re-síntese no 
lúmen do vaso juntamente com as CMLs proliferativas, faz com que ocorra a redução do 
diâmetro do vaso e o bloqueio da passagem de fluxo sanguíneo, sendo estes eventos verificados 
com mais frequência após a realização de procedimentos que levam a revascularização, tais 
como o by-pass e a angioplastia percutânea.  Nestes casos, a reestenose ocorre devido à ativação 
da cascata inflamatória e ao recrutamento celular, sendo o principal mecanismo da formação 
de neoíntima em artérias tratadas com o implante de stent. Apesar dos significativos avanços 
na tecnologia dos stents medicamentados, a chamada falha do stent (incidência de restenose 
com necessidade de resvascularização local) ocorre frequentemente, com aproximadamente 
200.000 revascularizações em uma ampla gama de pacientes nos Estados Unidos, com uma 
taxa de restenose estimada entre 5 e 10% (Xin et al., 2019). Neste caso, a necessidade de 
diagnósticos e intervenções repetitivas leva à um grande prejuízo orçamentário devido altos 
custos de tratamento e também à evolução dos pacientes que desenvolvem reestenose. 
 
 
7. O Exercício Físico  
Segundo especialistas, uma grande parte dos problemas cardiovasculares poderia ser 
prevenida pela realização de exercícios físicos de forma regular. Esta prática tem sido cada vez 
mais considerada um componente essencial para a redução da morbidade e melhora no 
prognóstico de DCVs. O exercício físico regular e moderado tem sido associado à diminuição 
do risco de desenvolvimento de doenças, atuando na melhora do tônus vascular, do 
desempenho coronariano e  endotelial periférico, dos níveis de pressão arterial e da 
sensibilidade à insulina, além de reduzir o estresse oxidativo vascular (Laufs et al., 2004; 
Gomes et al., 2016; Long et al., 2018; Zucker e Musch, 2018).  
Os efeitos do exercício físico têm sido avaliados em diferentes campos da ciência, 
porém, é preciso assegurar-se sobre a intensidade do procedimento de treinamento físico 
estudada. Baseando-se na intensidade do treinamento físico, o exercício pode ser categorizado 
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como de baixa, moderada ou de alta intensidade. Entre os padrões de análise, esta intensidade 
pode ser determinada medindo a porcentagem de consumo máximo de oxigênio (%VO2máx) 
ou frequência cardíaca máxima (HRmáx) (Winn et al., 2017). A atividade física de nível 
moderado (pelo menos 600 kcal/semana, ou o equivalente a pouco mais de 2 h/semana de 
caminhada rápida) é suficiente para a melhora vascular, em que se pode constatar sua 
associação inversa ao risco de DCVs (Mora et al., 2007), porém, os resultados com melhora 
mais significativa são observados na transição da categoria moderada (50-75% VO2máx) para 
a de alta intensidade (superiores a 75% VO2máx) (Hannan et al., 2018). 
Diversos benefícios são promovidos pelo exercício físico regular, como a prevenção do 
envelhecimento, a regeneração de células cardíacas e a melhora na recuperação de diversas 
doenças, como o AVC, a esclerose múltipla e diabetes, porém a melhor compreensão do 
funcionamento dos mecanismos celulares envolvidos em cada processo é recente (Garatachea 
et al., 2015; Halabchi et al., 2017; Han et al., 2017; Shen et al., 2017).  
Resultados anteriores obtidos por nosso grupo com camundongos ateroscleróticos 
(deficientes no receptor de LDL e alimentados com dieta hiperlipídica) submetidos ao exercício 
em esteira elétrica por 2 semanas, revelaram a diminuição do tempo de trombose e quando o 
exercício é continuado após a lesão arterial por mais 3 semanas, ocorre a melhora do 
remodelamento arterial levando a diminuição da neoíntima, assim como o aumento da atividade 
de MMPs, diminuição dos níveis de colesterol, triglicerídeos e deposição de lipídeos na raiz da 
aorta (Terra et al, aceito para publicação).  
Diferentes estímulos contribuem para a adaptação estrutural induzida pelo exercício, 
entre eles o estresse por cisalhamento, o aumento do metabolismo no músculo exercitado e a 
liberação de fatores de crescimento circulantes (Di Francescomarino et al., 2009). O estresse 
vascular por cisalhamento é decorrente do aumento do fluxo sanguíneo que induz pressões e 
tensões de fluxo na parede dos vasos e diferentes estudos relatam que este evento não ocorre 
apenas em células endoteliais vasculares, mas como também em células cardíacas (Chengji e 
Xianjin, 2018), megacariócitos e plaquetas (Radziwon-Balicka et al., 2017). Resumidamente, 
o estresse por cisalhamento causa a deformação dos receptores de glicocálice de células 
endoteliais, levando à sinalização de cálcio, liberação de prostaglandina e subsequente 
relaxamento muscular mediado por adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Da mesma forma, 
a tensão de cisalhamento ativa a fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase (PI3K) da célula 
endotelial, que fosforila e ativa a proteína quinase B (Akt). A indução da Akt medeia a 
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fosforilação da enzima endotelial óxido nítrico sintase (eNOS) e há liberação de óxido nítrico 
(NO), o que promove o relaxamento do músculo liso. (Stephan et al., 2011). Além disso, outros 
estudos fornecem evidências de que a elevada taxa de cisalhamento arterial associada à 
hiperemia funcional inicia a autofagia, ativa eNOS e aumenta a geração de NO e do ânion 
superóxido (O2· -) em células endoteliais humanas primárias (Park et al., 2018). 
 
8. O Óxido Nítrico (NO) 
O NO é um radical livre gasoso, primeiramente descrito como um potente vasodilatador 
de origem vascular que em baixas concentrações atua como um regulador do fluxo sanguíneo 
no sistema cardiovascular (Ignarro et al., 1987). Durante a hemostasia, as células do endotélio 
vascular produzem NO constantemente a partir da L-arginina em um processo catalisado pela 
enzima eNOS, a fim de promover o relaxamento de células musculares lisas, a dilatação dos 
vasos sanguíneos e de inibir a adesão e a agregação de plaquetas (Moncada e Higgs, 2006). 
Quando derivado de plaquetas, o NO é liberado durante a agregação e tem importantes 
funções auto reguladoras e protetoras (Gkaliagkousi et al., 2007), em que uma grande 
quantidade de NO é liberada para evitar maior agregação e adesão ao trombo em crescimento. 
Normalmente, as plaquetas circulam através da vasculatura em um estado inativo e não adesivo, 
mas anormalidades funcionais em resposta a uma lesão no endotélio, infecção bacteriana ou 
alteração no fluxo sanguíneo podem resultar em sangramento com a progressão de doenças 
cardiovasculares, como a trombose. O nível basal de NO liberado por plaquetas tem sido 
descrito como sendo semelhante aos níveis encontrados em células endoteliais (Kleinbongard 
et al., 2006; Cortese-Krott et al., 2012), assim como alguns autores também sugerem a 
expressão de NO em eritrócitos (Rifkind et al., 2018).  
Modelos animais deficientes em eNOS não apresentam relaxamento vascular, têm 
pressão arterial acentuadamente elevada, capacidade de remodelamento vascular alterada e são 
mais suscetíveis à lesão isquêmica, infarto do miocárdio e a aterosclerose. Recentemente, 
experimentos envolvendo camundongos knockout para eNOS mostraram a piora no 
remodelamento vascular após a diminuição do fluxo sanguíneo como modelo trombótico 
(Suvorava et al., 2015). Em animais submetidos a lesão arterial com uso de uma sonda metálica 
e tratados com sulfato de hidrogênio, houve aumento do número de células progenitoras 
endoteliais (CPEs) em animais selvagens, mas não em animais eNOS-/-, indicando a 
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importância da modulação da síntese de NO embora os mecanismos exatos que medeiam os 
efeitos anti-inflamatórios permaneçam incertos. (Hu et al., 2018). 
 
9. As Células Progenitores Endoteliais (CPEs) 
 A sinalização celular dependente de eNOS e óxido nítrico também leva ao aumento da 
mobilização de células progenitoras endoteliais (CPEs) (Laufs et al., 2004; Guo et al., 2016). 
As CPEs são as principais células envolvidas na formação de novos vasos sanguíneos na vida 
adulta. Elas são provenientes da medula óssea de animais adultos e existem como uma pequena 
sub-população de células de origem monocítica e macrofágica capazes de proliferar e 
diferenciar-se em células endoteliais maduras, sendo observadas também no sangue periférico 
e no sangue de cordão umbilical. (Chen et al., 2004; Xu, 2006; Asahara et al., 2011). Diversos 
estudos têm demonstrado que pacientes com risco cardiovascular elevado, como em doenças 
coronarianas e falência cardíaca crônica, apresentam diminuição nos níveis e funções de CPEs 
(Lee et al., 2015; Rigato e Fadini, 2017; Tahhan et al., 2017) que podem levar a alterações no 
reparo, na manutenção vascular e no curso clínico dos eventos cardiovasculares. Sendo assim, 
intervenções que busquem a mobilização dessas células para a circulação sanguínea são de 
extrema importância para a prevenção e para o remodelamento vascular. Experimentos in vivo 
confirmam que estas células podem melhorar a vascularização em camundongos e ratos com 
membros isquêmicos (Chen et al., 2018; Piao et al., 2017) e de que o exercício é capaz de 
aumentar a função de CPEs tanto em camundongos saudáveis quanto em animais submetidos 
ao infarto agudo do miocárdio (Guo et al., 2016). A grande capacidade de mobilização das 
CPEs para a corrente sanguínea ocorre durante e após o exercício físico. Um experimento 
recente demonstrou que apenas uma sessão de atividade física em adultos saudáveis é capaz de 
aumentar os níveis de CPEs, porém estes níveis retornaram aos níveis basais cerca de 1 hora 
após o fim do exercício (Niemiro et al., 2017), mostrando a necessidade da realização frequente 
do exercício físico.  
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10. A Autofagia 
Detectada pela primeira vez na década de 1960, a autofagia foi descrita após 
pesquisadores verificarem que as células são capazes de destruir os seus próprios componentes 
pela ação de enzimas degradadoras (Deter et al., 1967). Desde então, esse processo foi 
amplamente estudado em diversas áreas científicas, sendo a descoberta do mecanismo de 
funcionamento autofágico responsável pelo Prêmio Nobel de Medicina em 2016 (Walton, 
2017). 
A autofagia é uma via de degradação lisossomal que pode ser induzida em resposta a 
vários estresses diferentes. Sua melhor compreensão se dá no processo de privação energética, 
quando a autofagia mantém a viabilidade celular, fornecendo nutrientes e aminoácidos do 
material citosólico digerido, auxiliando no balanço entre a síntese e a degradação de proteínas, 
ácidos nucléicos e diversas organelas. Geralmente este processo é complexo e altamente 
regulado, além de também ser induzido por diversos estresses, como hipóxia, dano ao DNA, 
estresse de retículo endoplasmático e infecção por patógenos (Paglin et al., 2001; Ciechomska 
et al., 2013; Wu et al., 2015). Nestes últimos casos, o papel funcional da autofagia não é bem 
elucidado, mas sabe-se que este processo pode contribuir para a sobrevivência e adaptação ou 
morte celular, dependendo das circunstâncias. A proteína mais comumente usada para 
examinar a autofagia é a cadeia leve proteica 3 associada a microtúbulos (LC3), através da qual 
a conversão de sua forma citosólica não conjugada (LC3-I) na forma conjugada com 
fosfatidiletanolamina (LC3-II) é recrutada para compor a membrana de autofagossomos e 
autolisossomos, no qual os componentes intra-autofágicos são degradados pelas hidrolases 
lisossômicas (Tanida et al., 2004).  
Autores sugerem que a autofagia pode ser um importante regulador da 
biodisponibilidade de NO em células endoteliais que poderia potencialmente mediar respostas 
vasculares in vivo condicionadas ao exercício e aterosclerose, que estão associadas ao aumento 
do fluxo sanguíneo e ao estresse de cisalhamento endotelial. Em modelo ex vivo que utiliza 
tanto HUVECs quanto segmentos da artéria carótida de coelho, as alterações no fluxo de 
cisalhamento promoveram a conversão concomitante de LC3-I em LC3-II, assim como a 
expressão de Beclin-1/ATG6, uma proteína chave na indução de autofagia e essencial para a 
formação de autofagossomos. Houve também o aumento da expressão da eNOS, que se 
correlaciona com um efeito protetor e dilatório da autofagia em células endoteliais que podem 
promover a perfusão tecidual (Guo et al., 2014).  
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Em outros estudos relacionados a dor neuropática em modelos experimentais, tem sido 
descrito que o uso de indutores da autofagia são capazes de proporcionar o alívio da dor (Guo 
et al., 2014; Guo et al., 2015). Outros trabalhos também tem mostrado que o tratamento com 
oxigênio hiperbárico (HBO) é capaz de inibir a via de sinalização da mTOR pelo aumento do 
fluxo autofágico espinhal, mostrando que a HBO é capaz de aumentar o níveis de LC3 (Liu et 
al., 2017). Yan e colaboradores (2011), também reportaram que o pré-condicionamento com 
HBO é capaz de aumentar a atividade do processo autofágico de animais submetidos a lesão 
isquêmica cerebral, proporcionando um efeito neuroprotetor (Yan et al., 2011). 
 
11. A Oxigenação Hiperbárica – HBO 
O uso clínico do oxigênio começou por volta dos anos 60 com a administração de 
oxigênio hiperbárico sistêmico (HBO). Mergulhadores franceses que viviam em habitats 
submersíveis observaram que suas feridas cicatrizavam mais rapidamente no ambiente úmido 
submarino, com maiores tensões de oxigênio. Estas observações levaram Hunt, no início dos 
anos 70, a realizar estudos sobre os efeitos de diferentes tensões de oxigênio na cicatrização de 
feridas, onde foi verificado que a síntese de colágeno foi acelerada em resposta ao oxigênio 
hiperbárico (Hunt, 1972). Quando ocorre uma lesão, diversos fatores podem comprometer o 
processo de cicatrização dos tecidos, sendo a hipóxia o principal fator limitante. Sua etiologia 
pode ser devida à uma alteração em qualquer mecanismo de transporte de oxigênio, que vai 
desde uma obstrução física do fluxo sanguíneo a ruptura de vasos, devido vasculopatias ou 
outras limitações sistêmicas.  
O tratamento com HBO consiste na inalação de 100% de oxigênio dentro de uma 
câmera que possua uma pressão maior que uma atmosfera, afim de promover o reabastecimento 
de oxigênio ao tecido lesionado. Estudos demonstraram a diminuição do risco de infecções e 
do tempo de hospitalização após manter os pacientes aquecidos e com suplemento de oxigênio, 
induzindo o aumento da oxigenação no local da lesão, assim como o efeito positivo em fatores 
mecânicos e bioquímicos de tecidos isquêmicos no período pré e pós operatório (Yagci et al., 
2006). Além de seu papel como nutriente e antibiótico, o oxigênio melhora a cicatrização 
direcionando a expressão gênica redox-sensível e a transdução de sinais, o que pode influenciar 
um grande número de respostas cicatrizantes (Eisenbud, 2012). 
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A HBO também é capaz de alterar a expressão de genes inflamatórios, como o aumento 
de eNOS e diminuição de IL-8 e NF-kappa beta em células endoteliais postas sobre condições 
de lesões crônicas, como na presença de lipopolissacarídeos e TNF alfa (Kendall et al., 2012). 
Entre os diversos fatores positivos observados no tratamento com HBO, pode-se destacar o 
aumento da expressão de VEGF como o sinal mais notável, eficaz e de mais longo termo capaz 
de estimular a vasculogênese em lesões, tendo sido observado o seu aumento em terapia de 
oxigênio local e em biópsias teciduais (Fok et al., 2008). Quando o tratamento é realizado antes 
de uma lesão, as células presentes no local lesionado apresentaram aumento da expressão de 
VEGF e redução da lesão coronariana provocada por isquemia em ratos (Han et al., 2008). A 
HBO também se mostrou capaz de alterar os níveis de células tronco derivadas da medula 
óssea. Em 2006, foi demonstrado pela primeira vez que a terapia com HBO pode mobilizar 
células progenitoras endoteliais (CPEs), podendo beneficiar a cura de feridas crônicas afetadas 
por diabetes e por doenças arteriais periféricas (Gallagher et al., 2006). 
Em humanos, a HBO estimula a mobilização CPEs a partir da medula óssea e é capaz 
de melhorar sua capacidade clonal in vitro (Gallagher et al., 2007). Além disso, foi  
recentemente reportado o aumento dos níveis circulantes de CPEs, de fatores de angiogênese 
como VEGF, fator derivado de células estromais 1 (SDF-1α), fator de crescimento do 
hepatócito (HGF) e a melhora do fluxo sanguíneo na área isquêmica (Lin et al., 2018). Em um 
ensaio clínico piloto, também foi observado que pacientes com neoplasias hematológicas e 
tratados com HBO antes da infusão de células de cordão umbilical tiveram 80% de redução nos 
níveis de eritropoietina e melhora na taxa de sobrevida livre de progressão da doença. 
Normalmente, as mortes decorrem nos primeiros 6 meses após a infusão de células, porém uma 
sessão de HBO foi suficiente para reduzir a  mortalidade a zero neste período (Mina et al., 
2018). 
Já em modelos animais envolvendo o estudo de CPEs, foi verificado que estas células 
são recrutadas para o local da lesão e aceleram o processo de cicatrização (Milovanova et al., 
2009). Também pode ocorrer a produção aumentada de espécies reativas de oxigênio (ROS) 
provocada pelo tratamento com HBO, gerando um estresse oxidativo que leva ao aumento da 
expressão de HIF-1, molécula que coordena importantes respostas celulares incluindo a síntese 
de VEGF e SDF-1 (Sunkari et al., 2015). Os fatores de crescimento são sintetizados pelas 
células endoteliais, por miofibroblastos perivasculares, queratinócitos, macrófagos, 
hemangiócitos derivados de medula óssea e por células progenitoras endoteliais recrutadas para 
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o local da injúria. Estes fatores influenciam a formação de novos vasos por angiogênese 
envolvendo as células endoteliais locais e estimulam o recrutamento e a diferenciação de 
células progenitoras para a formação de novos vasos pela vasculogênese. Em nosso grupo, 
experimentos in vitro mostraram que 1h de tratamento com HBO foi capaz de aumentar os 
níveis de eNOS e de diminuir os níveis de ROS e ICAM em CPEs pré-tratadas com TNF alfa, 
mostrando que a HBO pode diminuir a resposta inflamatória nas células endoteliais (Benincasa 
et al., 2018).  
Mas se por um lado a HBO aumenta a vascularização e consequentemente a 
cicatrização, por outro lado, há o problema da toxicidade do oxigênio em casos específicos 
(Heyboer III, 2017). Este risco pode ser minimizado pela adoção de uma terapia personalizada 
para a HBO, onde o tratamento visa especificamente a hipóxia ocorrida na lesão em uma análise 
caso a caso. Este procedimento, então, quando utilizado em condições controladas pode 
estimular a neovasculogênese no local de uma lesão. Embora esta terapia seja um modo 
promissor de tratamento de lesões, ela requer locais e equipamentos especializados que 
infelizmente não são de fácil acesso para todos os pacientes.  
Muitos estudos sobre o efeito do tratamento com HBO sobre isquemia ou lesões 
cerebrais têm sido realizados (Chazalviel et al., 2016; Yang et al., 2017; Benincasa et al., 2018; 
Hentia et al., 2018), porém pouco se sabe sobre a sua influência na trombose arterial. 
Experimentos em ratos submetidos a lesão com cateter balão na artéria carótida mostraram a 
diminuição da formação de neoíntima após o tratamento com HBO, produzindo de forma não 
invasiva uma melhora na resposta arterial ao remodelamento após a lesão. Apesar disso, os 
mecanismos de ação envolvidos neste processo ainda não são conhecidos (Rits et al., 2013).  
 
12. A Lesão Arterial Por Cloreto Férrico 
Um dos modelos usados para a investigação de mecanismos trombóticos em 
camundongos por lesão endotelial é o cloreto férrico (FeCl3). Este é um reagente químico de 
caráter ácido e coloração castanho e a lesão induzida por ele é considerada como um método 
rápido e de alta reprodutibilidade para a realização de ensaios de trombose arterial ou venosa 
(Huttinger et al., 2018; Kastetter et al., 2018). Em 1994, o cloreto férrico foi pela primeira vez 
aplicado na veia cava de coelhos a fim de induzir a trombose (Reimann-Hunziger, 1944), sendo 
este método posteriormente adaptado para carótida de ratos (Kurz et al., 1990). Com esta 
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adaptação, foi possível verificar que uma solução de cloreto férrico aplicada a artéria carótida 
exposta de ratos, induzia trombose oclusiva. A lesão ocorre devido o FeCl3 penetrar a parede 
vascular, causar desnudamento das células endoteliais e expor o subendotélio e as fibras de 
colágeno, ativando a cascata de coagulação sanguínea e consequentemente formando o trombo 
(Eckly et al., 2011). Observações utilizando microscopia eletrônica de varredura da artéria 
ocluída revelaram evidências de danos no endotélio associada a um coágulo composto de 
plaquetas ativadas, fibrina e eritrócitos. Em 1998, o modelo de trombose arterial causada pelo 
cloreto férrico foi adaptado para camundongos no estudo da deficiência do inibidor do ativador 
do plasminogênio (Pai1) (Farrehi et al., 1998).  
Novotny e colaboradores demonstraram que o trombo em camundongos induzido por 
FeCl3 possui os mesmos aspectos que o trombo coronário humano em relação a composição 
celular, sendo os neutrófilos o tipo celular mais abundante, assim como a presença de NETs 
(do inglês neutrophil extracellular traps) e fatores de coagulação (Novotny et al., 2018). Foi 
observado que, imediatamente após a lesão arterial, há a desnudação do endotélio que ativa os 
fatores de coagulação para a formação do trombo, com distensão da camada média e apoptose 
em cerca de 70% das células musculares lisas. 
Em nosso grupo, Carneiro (2016) demonstrou a formação do trombo por microscopia 
intravital, com a marcação de plaquetas com rodamina 6G (Figura 5). Foi possível observar a 
adesão das plaquetas no local da lesão química e a formação do trombo oclusivo em cerca de 
10 min. Estabelecemos o tempo de trombose arterial utilizando a lesão por cloreto férrico na 
artéria carótida e pudemos observar que esta lesão após 21 dias promove a formação exacerbada 
de neoíntima por lesão do endotélio (Terra et al, aceito para publicação). 
Figura 5. Formação do trombo em artéria carótida após lesão por FeCl3 em camundongo. 
Imagens foram realizadas após 0, 3 e 10 minutos da lesão arterial. As imagens mostram a 
progressão da oclusão da carótida pela agregação de plaquetas marcadas por fluorescência com 
rodamina 6G e capturadas por microscopia intravital. Microscópio Intravital Zeiss – Imager A2 
(Carneiro, 2016). 
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Por ser uma técnica que promove uma lesão rápida e efetiva do endotélio, sendo pouco 
invasiva e de execução relativamente fácil, optamos por utilizá-la neste estudo e avaliar o efeito 
do exercício e do tratamento com a HBO na trombose e na regeneração vascular. 
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II. OBJETIVOS 
 
Geral 
Estudar o efeito do exercício físico realizado antes da lesão arterial e do tratamento com 
oxigenação hiperbárica (HBO) após a lesão em carótida de camundongos machos C57BL/6, no 
desenvolvimento da trombose induzida. 
 
Específicos 
Avaliar o efeito do exercício físico antes da lesão arterial induzida por cloreto férrico e 
do tratamento com HBO após a lesão, e da combinação dos dois tratamentos: 
 No tempo de formação do trombo arterial na artéria carótida. 
 Na extensão do dano vascular pela quantificação da área de trombo 3 e 7 dias após a 
lesão e análise da regeneração vascular com formação de neoíntima 7 e 21 dias após a 
lesão por análise histoquímica dos vasos lesionados. 
 Na atividade das metaloproteinases MMP2 e MMP9 por zimografia e 
imunohistoquímica. 
 No número de células progenitoras endoteliais, identificadas como CD31 e CD34 
positivas no sangue periférico dos animais por citometria de fluxo e nos vasos 
lesionados por imunohistoquímica. 
 Na identificação de óxido nítrico pela detecção da enzima óxido nítrico sintase 
endotelial (eNOS), da metalopreoteinase ADAMTS13 responsável pela regulação do 
tamanho do trombo e na detecção de LC3, uma proteína envolvida no processo 
autofágico por imunohistoquímica em todos os vasos lesionados. 
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III. MATERIAL E MÉTODOS  
 
1. Animais  
Para cada grupo foram utilizados 5 camundongos machos de linhagem C57BL/6J 
adquiridos no CEMIB/UNICAMP, com 7-8 semanas de idade pesando cerca de 23g. O cálculo 
do número de animais utilizados foi sugerido pelo CEUA com uso da fórmula n=1+[2C x 
(s/d)2]. Neste caso, para C foi considerado poder de significância de 90% e significância de 
0,05, com desvio máximo (s) de 30% e diferença (d) de 70% (parecer consta como anexo). Os 
animais foram divididos em grupos como ilustrado na figura 6 e descrito abaixo: 
1.1. Sedentário (para análise dos vasos e dos níveis circulantes normais). 
1.2. Sedentário, submetido à lesão arterial e analisado 3 dias após a cirurgia. 
1.3. Sedentário, submetido à lesão arterial e analisado 7 dias após a cirurgia. 
1.4. Sedentário, submetido à lesão arterial e analisado 21 dias após a cirurgia. 
1.5. Sedentário, submetido à lesão arterial e ao tratamento com HBO por 3 dias, analisado 1 
dia após o término do tratamento, ou seja, 3 dias após a cirurgia. 
1.6. Sedentário, submetido à lesão arterial e ao tratamento com HBO por 7 dias, analisado 1 
dia após o término do tratamento, ou seja, 7 dias após a cirurgia. 
1.7. Sedentário, submetido à lesão arterial, ao tratamento com HBO por 7 dias e analisado 14 
dias após o término do tratamento, ou seja, 21 dias após a cirurgia. 
1.8. Exercitado. 
1.9. Exercitado, submetido à lesão arterial e analisado 3 dias após a cirurgia. 
1.10. Exercitado, submetido à lesão arterial e analisado 7 dias após a cirurgia. 
1.11. Exercitado, submetido à lesão arterial e analisado 21 dias após a cirurgia. 
1.12.  Exercitado, submetido à lesão arterial e ao tratamento com HBO por 3 dias, analisado 
1 dia após o término do tratamento, ou seja, 3 dias após a cirurgia. 
1.13.  Exercitado, submetido à lesão arterial e ao tratamento com HBO por 7 dias e analisado 
1 dia após o término do tratamento, ou seja, 7 dias após a cirurgia. 
1.14.  Exercitado, submetido à lesão arterial e ao tratamento com HBO por 7 dias e analisado 
14 dias após o término do tratamento, ou seja, 21 dias após a cirurgia. 
33 
 
 
 
Figura 6. Cronologia experimental dos animais submetidos à lesão arterial. Os animais 
foram divididos em grupos como descrito detalhadamente na imagem acima. Resumidamente, 
os grupos continham animais: sedentários; exercitados por 3 semanas; tratados com HBO por 
3 ou 7 dias; exercitados por 3 semanas e tratados com HBO por 3 ou 7 dias. As análises foram 
realizadas após 3, 7 ou 21 dias da lesão arterial. 
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2. Realização dos exercícios pelos animais  
Os animais foram submetidos ao exercício físico em uma esteira elétrica gentilmente 
cedida pela Profa. Maria Júlia Marques do Departamento de Anatomia na UNICAMP. Durante 
a primeira semana, os animais foram submetidos à esteira de exercícios gradualmente, para 
adaptação ao método. Nos dois primeiros dias, houve o contato com a esteira para assimilação 
do odor, seguido da audição devido a esteira produzir ruídos. No terceiro dia os animais 
iniciaram o exercício a 10m/min por 5 minutos, até completarem 15 minutos ao fim do quinto 
dia. À partir da segunda semana, os animais foram exercitados durante 3 semanas, 5 dias por 
semana, sem inclinação, a 12 m/min durante 30 min, protocolo categorizado por nosso grupo 
(Terra et al, 2018 aceito para publicação de acordo com (Laufs et al., 2004) em que foram 
alcançados valores de VO2máx de 85%, sendo este definido como exercício de alta intensidade 
por ultrapassar o limiar da categoria exercício moderado (60-75%) (Carmeli et al., 2014). 
Devido ao hábito noturno dos camundongos, o exercício físico foi realizado de segunda a sexta-
feira no período da tarde e na segunda-feira subsequente ao término do treinamento, os animais 
foram submetidos à lesão arterial e ao tratamento com HBO de acordo com o grupo, como 
descrito a seguir.  
 
3. Cirurgia para a lesão arterial 
Camundongos pesando 25g ± 2 foram anestesiados com 8 mg/kg de xilazina e 100 
mg/kg de ketamina. Foi realizada uma incisão na média cervical do lado direito a fim de isolar 
a artéria carótida direita e um papel de filtro, previamente embebido por uma hora em uma 
solução de FeCl3 na concentração de 15% e seco em estufa a 37oC durante 2 horas, foi colocado 
sobre o segmento da artéria por 2 minutos (Figura 7). Em seguida, o papel foi retirado e a região 
exposta lavada com PBS a fim de remover os resíduos da solução e evitar a lesão em lugares 
indesejados. Uma sonda de ultrassom (Transonic System Inc TS420, NY, USA) foi colocada 
sob a artéria a fim de verificar o fluxo sanguíneo. O tempo de oclusão do vaso é considerado o 
tempo imediatamente após a exposição ao cloreto férrico e a oclusão total do vaso, onde o fluxo 
sanguíneo é zero. Com a técnica de lesão química, íons férricos difundem-se pela lâmina basal 
antes de penetrar o lúmen arterial por uma via de sinalização endocítica/exocítica (Tseng et al., 
2006), em que o dano tecidual iniciado pela oxidação química mediada pelo ferro predispõe a 
área lesionada a adesão e agregação plaquetária, seguida pela ativação da coagulação e 
deposição de fibrina (Li et al., 2016). Logo após a cirurgia, a incisão realizada no pescoço dos 
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animais foi fechada com fio de sutura estéril 6-0 Prolene® (Ethicon, New Jersey – USA), 
colocados em recuperação por 2 horas e submetidos ao tratamento com a HBO, sendo então 
sacrificados em 3, 7 ou 21 dias após a lesão arterial.  
 
Figura 7. Lesão arterial por FeCl3. A artéria carótida é isolada e um papel de filtro embebido 
por cloreto férrico 15% é colocado em sua superfície para promover a lesão química. 
 
4. Utilização da câmara hiperbárica 
Os animais passaram por lesão arterial como descrito anteriormente e 2 horas após a 
cirurgia (tempo suficiente para a recuperação completa destes após a anestesia), foram 
submetidos a 1 sessão diária de HBO a 100% O2, 2,5 ATA, a temperatura ambiente em uma  
câmara hiperbárica de modelo animal (modelo HB 1300B, Sechrist, CA, USA) gentilmente 
cedida pela Profa Dra Selma Giorgio – UNICAMP (Figura 8). As sessões foram realizadas a 
cada 24 horas durante 3 ou 7 dias, dependendo do grupo de tratamento. Cada sessão teve 
duração de 1 hora e meia, sendo considerados 30 minutos para completa compressão e 
descompressão da câmara e 1 hora de tratamento a 100% de oxigênio medicinal (Han et al., 
2008). No dia seguinte ao fim do tratamento, os animais foram eutanasiados como descritos 
abaixo e o sangue e a artéria carótida direita coletados para análise. 
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Figura 8. Câmara de oxigenação hiperbárica (HBO). Equipamento do Laboratório de 
Leishmaniose (Lableish) coordenado pela Profª Drª Selma Giorgio do Instituto de Biologia (IB) 
- Unicamp. 
 
5. Eutanásia dos animais e processamento das amostras 
 
De acordo com os grupos e tempos de estudo descritos acima deu-se início ao 
processamento das amostras. O resumo da metodologia é mostrado na figura 9.  Camundongos 
foram anestesiados com 8 mg/kg de xilazina e 100 mg/kg de ketamina, a artéria carótida 
novamente isolada e o sangue coletado pela veia cava. Antes da coleta das amostras os animais 
foram perfundidos, sendo realizada uma incisão no átrio direito para perfusão com soro 
fisiológico durante 5 minutos à pressão constante de 100mmHg, através de um cateter 
localizado no ventrículo esquerdo. A artéria carótida foi removida, embebida em OCT (Tissue 
Tek Optimal Cutting temperature compound, Torrance – USA) e armazenada a -80ºC. Em 
seguida, o material foi processado em criostato para a realização de cortes histológicos em 
lâminas previamente silanizadas (γ-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane, Sigma, Saint Louis, 
MO, USA), obtendo-se 5 cortes de 8μm de espessura por lâmina, em um total de 20 lâminas, 
cortadas de forma serial ao longo de todo o vaso. Entre cada lâmina houve um intervalo de 
80μm, a fim de percorrer os 2mm da artéria lesionada. 
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Figura 9. Resumo da metodologia. Camundongos C57BL/6J foram submetidos a lesão 
arterial e a interrupção do fluxo sanguíneo foi confirmada por uma sonda de ultrassom. O 
sangue foi coletado para quantificação de EPCs por citometria de fluxo e a artéria carótida 
embebida em OCT para a confecção de lâminas e análise da extensão da área de trombo, além 
da detecção de marcadores envolvidos no processo de estresse oxidativo, remodelamento e 
autofagia. 
6. Análise Histológica 
Para a análise da área de trombo foi utilizada a técnica de hematoxilina-eosina (H.E). As 
lâminas foram montadas com Cytoseal 60 (Richard Allan Scientific) e examinadas em 
microscópio Zeiss Observer Z.1 (Zeiss, Alemanha) na magnitude de 200X (Axio Vision 4.8 
Software). A quantidade do lúmen dos vasos lesionados ocupada foi determinada utilizando-se 
o programa Image J (Wassmann et al., 2006; Vicente et al., 2007), 3 e 7 dias após a lesão 
arterial. A área de trombo (3 e 7 dias) e de neoíntima (21 dias) foi calculada pela subtração da 
área de lúmen da área total limitada pela lâmina elástica interna. A área média foi calculada 
pela subtração da área encoberta pela lâmina elástica interna da lâmina elástica externa. O corte 
com maior are de trombo foi o escolhido para a quantificação e os cortes vizinhos foram 
utilizados para as análises descritas a seguir.  
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7. Zimografia in situ 
Os cortes histológicos das artérias foram descongelados e incubados em uma solução 
de 1 mg/mL de DQ-gelatina (Invitrogen, California - USA) em solução tampão para a reação 
de gelatinase (CaCl2 10 mM, ZnCl2 1 mM, Tris 50 mM em pH 7,6) durante 2 horas em câmara 
úmida escura a 37oC. As lâminas foram montadas e os cortes examinados em microscópio de 
fluorescência (Observer Z.1, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) na magnitude de 200x (Axio 
Vision 4.8 Software). A atividade proteolítica foi detectada por fluorescência e quantificada da 
seguinte maneira: artérias carótidas sem DQ-gelatina de cada grupo foram analisadas para se 
detectar a autofluorescência emitida pela elastina, componente da lâmina elástica; as artérias 
carótidas com DQ-gelatina foram fotografadas e a fluorescência foi quantificada no software 
Image J 1.42q. A partir do valor da fluorescência nos grupos com DQ-gelatina se subtraiu o 
valor da autofluorescência e obteve-se valor relacionado à atividade proteolítica in situ.  
 
8. Imunofluorescência                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
Lâminas contendo cortes congelados de artéria foram fixadas em acetona gelada por 10 
minutos e subsequentemente incubadas com 200μL de PBS/BSA 1% por 1 hora à temperatura 
ambiente, a fim de bloquear ligações inespecíficas. Foram utilizados os anticorpos rat anti-
mouse eNOS (1:100 eBioscience, San Diego, USA) para a marcação de óxido nítrico sintase 
endotelial, rabbit anti-mouse MMP2 e MMP9 (1:200 Abcam, Cambridge, UK) para a 
identificação das metaloproteinases 2 e 9, rabbit anti-mouse ADAMTS13 (1:200 Abcam, 
Cambridge, UK) para detecção da desintegrina e metaloproteinase com domínio 
trombospondina-1-símile, rat anti-mouse CD34 (1:100 Abcam, Cambridge, UK) para células 
progenitoras endoteliais e rat anti-mouse CD31 (1:80 eBioscience, San Diego, USA) para 
células endoteliais maduras. Para a marcação de células em processo autofágico, as lâminas 
foram fixadas em metanol e foi utilizado o anticorpo rabbit anti-mouse LC3B light chain 3 
(1:100 Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA). Em todas as reações, os anticorpos 
primários foram diluídos em PBS/BSA (1%) com incubação overnight, a 4oC. As lâminas 
foram lavadas com PBS para retirar o excesso de anticorpo e incubadas com o anticorpo 
secundário anti-rabbit FITC (1:250 eBioscience, San Diego, USA) por 1 hora. Os núcleos 
foram corados com DAPI (0,2ug/ml em metanol) por 15 minutos à temperatura ambiente e as 
lâminas montadas e examinadas em microscópio Zeiss Observer Z.1 (Zeiss, Oberkochen - 
Alemanha) na magnitude de 200X (Axio Vision 4.8 Software). As imagens foram analisadas 
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pelo programa ImageJ para quantificação da intensidade de fluorescência por densidade 
integrada e uma lâmina apenas com o anticorpo secundário foi utilizada como controle 
negativo, em que se subtraiu a autofluorescência das artérias em relação aos outros cortes 
marcados. 
 
9. Quantificação de espécies reativas de oxigênio (ROS)  
A produção de radical superóxido nos vasos in situ foi analisada com auxílio de 
dihidroetídio (DHE). Este composto atravessa facilmente as membranas celulares e se intercala 
no DNA, sendo então convertido a etídío na presença do radical superóxido com a emissão de 
fluorescência de cor vermelha. Lâminas congeladas foram lavadas com PBS para remover o 
composto OCT e incubadas com dihidroetídio (5 mM, DHE, Sigma, Missouri, USA) a 37 ° C 
durante 30 min em câmara úmida no escuro. As lâminas foram colocadas na geladeira por 30 
min para parar a reação, lavadas com PBS e então montadas com VECTASHIELD Antifade 
Mounting Medium (Vector, CA - USA). As imagens foram capturadas em microscópio de 
fluorescência (Observer Z.1, Zeiss, Oberkochen - Alemanha) a uma magnitude de 200x (Axio 
Vision 4.8 Software) e analisadas pelo programa ImageJ para quantificação da intensidade de 
fluorescência por densidade integrada. Uma lâmina sem DHE foi utilizada como controle 
negativo, em que se subtraiu a autofluorescência das artérias em relação aos outros cortes 
marcados. 
 
10. Quantificação das CPE por citometria de fluxo 
Os níveis de CPE foram analisados por citometria de fluxo após 7 dias da lesão arterial. 
O sangue dos animais foi coletado a partir da veia cava em seringa contendo citrato de sódio 
3,8% e foram analisados os níveis de células CD34+/CD31+/CD45- no sangue. 
Resumidamente: 200 µl de sangue periférico total foram incubados com os anticorpos citados 
acima, previamente marcados com diferentes fluoróforos por 1 hora a temperatura ambiente, o 
tubo foi centrifugado e as células marcadas foram ressuspensas em PBS/BSA (2%), fixadas 
com paraformaldeído (4%) e analisadas pelo citômetro BD FACSCalibur™ System.  As 
análises foram feitas utilizando o programa FlowJo (FlowJo, EUA).  
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11. Análise Estatística  
A significância estatística em pares foi determinada por meio do teste Mann-Whitney e 
para análise entre grupos pelo teste ‘One-way ANOVA’, seguido de pós-teste Tukey. O 
programa computacional Prisma GraphPad versão 7 (La Jolla, CA, USA) foi empregado nas 
análises, sendo os valores de p menores ou iguais a 0.05 considerados significativos. 
 
IV. RESULTADOS  
Para o melhor entendimento dos dados, em cada técnica abordada eles serão 
apresentados em tópicos como o efeito do exercício físico, o tratamento da oxigenação 
hiperbárica e pela combinação do exercício com a oxigenação hiperbárica. Animais que 
passaram pela cirurgia para indução da trombose foram denominados como grupos “Lesão”, 
seguidos da quantidade de dias após a indução da trombose (3d: 3 dias; 7d: 7 dias; 21d: 21 
dias), assim como a duração do tratamento com HBO (HBO 3d: tratamento durante 3 dias; 
HBO 7d: tratamento durante 7 dias), quando aplicável. 
 
1. Tempo de Trombose  
Imediatamente após a lesão arterial, foi utilizada uma sonda de ultrassom para a 
determinação do fluxo sanguíneo da artéria carótida. Em animais não exercitados, o tempo 
médio para oclusão total da artéria foi de 3 minutos e 30 segundos. Já em animais exercitados, 
o tempo médio foi de 7 minutos e 24 segundos, mostrando que a prática do exercício físico 
prolonga o tempo de formação do trombo pelo cloreto férrico em 107% em relação ao controle 
(***p<0.001; Figura 10).  
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Figura 10. Efeito do exercício físico no tempo de trombose. A interrupção do fluxo 
sanguíneo, detectada com auxílio de uma sonda de ultrassom, foi prolongada em animais 
previamente exercitados (***p<0.001). n=6-7. 
 
2. Análise Histológica  
A coloração hematoxilina-eosina (H.E) foi empregada para a análise de formação de 
trombo nas artérias lesionadas. Das vinte lâminas ao longo do tecido obtido, a que continha o 
corte com maior área de trombo foi identificada e tanto a área de trombo como a área média 
foram determinadas como previamente descrito.   
 
O exercício físico diminui a área do trombo, mas não interfere na área de neoíntima. 
Ao analisar o exercício como fator preventivo na formação do trombo (Figura 11), foi 
possível observar a redução de aproximadamente 25% na área de trombo após 3 dias da lesão 
nos animais exercitados em relação ao grupo sedentário (74% vs 49,3%, *p<0.05; Figura 12A). 
Já no grupo examinado 7 dias após a lesão, a diminuição foi de 60,8% na área de trombo (16,1% 
vs 41,2%, n.s; Figura 12B). 
Cerca de 1 semana após a lesão no vaso sanguíneo, é possível observar a proliferação 
de células musculares lisas provenientes da camada média em direção ao lúmen do vaso, 
resultando na formação da neoíntima. Este processo pode levar a re-oclusão do lúmen do vaso 
e também é conhecido por restenose. Observamos a presença de neoíntima após 7 e 21 dias da 
lesão arterial, tanto em animais sedentários quanto em animais exercitados, mas apesar da 
diminuição de até 53,9% (19,7% vs. 42,7%, n.s; Figura 12C e D), não foi possível observar 
diferença estatística significativa.  
42 
 
 
 
Figura 11. Efeito do exercício físico na área de trombo (3d e 7d) e neoíntima (21d). Cortes 
histológicos transversais de artérias carótida corados pela técnica hematoxilina-eosina (H.E) 
em animais sedentários e exercitados. Setas amarelas indicam a camada média do vaso; azuis 
indicam a camada neointima; brancas indicam o trombo. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. 
Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 
50µm. 
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Figura 12. Efeito do exercício físico na trombose. Quantificação da área de trombo e 
neoíntima utilizando cortes histológicos corados com H.E e o programa Image J. Animais 
sedentários e exercitados após 3 (A) e 7 dias (B) da lesão arterial. C e D representam análise 
da área de neoíntima após 7 e 21 dias da lesão arterial, respectivamente. Lesão + 3d: 3 dias 
após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão 
arterial. *p<0.05, n.s = não significativo. 
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O tratamento com oxigenação hiperbárica diminui a área do trombo, mas não 
interfere na área de neoíntima. 
Como visto na figura 13, o tratamento da HBO por 3 dias em animais sedentários 
reduziu a formação do trombo em 52,5% (35,1% vs. 74%, **p<0.01; Figura 14A) em relação 
ao grupo não tratado. Quando o período do tratamento com HBO foi aumentado para 7 dias, a 
diminuição da área de trombo foi de 23,3% quando comparado ao grupo não tratado (31,6% 
vs. 41,2%, n.s; Figura 14B), porém sem diferença estatística. Neste mesmo período, também 
analisamos o tamanho de área de neoíntima, em que foi observado a diminuição de 47,3% (22,5 
vs. 42,7, *p<0.05; Figura 14C). 
Quando o tratamento com HBO durante 7 dias foi interrompido e os animais mantidos 
até completarem 21 dias após a lesão arterial, verificamos o aumento de aproximadamente 10% 
(60,2% vs. 69,6%, n.s; Figura 14D) na área de neoíntima em relação ao grupo não tratado, 
porém sem diferença estatística significativa. Dessa maneira, o tratamento com HBO durante 
7 dias não foi suficiente para diminuir a área de trombo e prevenir a restenose induzida pela 
lesão arterial. 
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Figura 13. Efeito da HBO na área de trombo (3d e 7d) e neoíntima (21d). Cortes 
histológicos transversais de artérias carótida corados pela técnica hematoxilina-eosina (H.E) 
em animais sedentários tratados e não tratados com HBO. Setas amarelas indicam a camada 
média do vaso; azuis indicam a camada neoíntima; brancas indicam o trombo. Lesão + 3d: 3 
dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a 
lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 14. Efeito da HBO na trombose. Quantificação da área de trombo e de neoíntima 
utilizando cortes histológicos corados com H.E e o programa Image J. Animais tratados com 
HBO durante 3 (A e B) e 7 dias (C e D) após a lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01; n.s = não 
significativo). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. 
Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. 
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A combinação do efeito do exercício físico e da oxigenação hiperbárica diminui a 
inflamação e melhora o remodelamento do vaso lesionado. 
Nos animais previamente exercitados e submetidos ao tratamento com HBO (Figura 15) 
por 3 dias, houve diminuição na área de trombo de 56,4% em relação aos animais sedentários 
e não tratados (32,3% vs. 74%; ***p<0.001; Figura 16A). Essa redução foi praticamente 
equivalente ao resultado encontrado em animais sedentários apenas tratados com HBO por 3 
dias (35,1% vs. 74%; **p<0.01; Figura 14A).  
No tratamento com HBO por 7 dias em animais previamente exercitados, foi observado 
a diminuição da área de trombo em 85,6% em relação aos animais sedentários e não tratados 
(5,6% vs. 38,7%, **p<0.01; Figura 16B). Com relação a área de neoíntima neste período, a 
diminuição foi de 72,2% quando comparado aos animais sedentários e não tratados (11,7% vs. 
41,9%, *p<0.05; Figura 16C). 
A redução observada na combinação do exercício com o tratamento com HBO por 7 
dias se manteve após 21 dias da lesão arterial (14 dias após o fim do tratamento hiperbárico), 
com redução da área de neoíntima em cerca de 81% quando comparado ao grupo sem o 
tratamento com HBO (11,3% vs. 60,2%; Figura 16D), confirmando o efeito prolongado do 
tratamento hiperbárico quando aliado ao exercício físico prévio. O resumo dos resultados 
encontrados em relação a área de trombo e de neoíntima em todos os grupos analisados podem 
ser verificados na Tabela 1. 
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Figura 15. Efeito da combinação do exercício físico e da HBO na área de trombo. Cortes 
histológicos transversais de artérias carótida corados pela técnica hematoxilina-eosina (H.E) 
representando a área de trombo e neoíntima. Animais sedentários não tratados (à esquerda) e 
animais exercitados tratados com HBO durante 3 ou 7 dias (à direita). Setas amarelas indicam 
a camada média do vaso; azuis indicam a camada neoíntima; brancas indicam o trombo. Lesão 
+ 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
C) D) 
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Figura 16. Efeito da combinação do exercício físico e da HBO na trombose. Quantificação 
da área de trombo (A e B) e neoíntima (C e D) em animais exercitados e tratados com HBO 
durante 3 (A) e 7 dias (B, C e D) após a lesão arterial. A combinação do exercício físico e do 
tratamento com HBO diminuiu tanto a área de trombo quanto de neoíntima em todos os grupos 
analisados (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 
7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. 
 
 
 
50 
 
 
Tabela 1. Resumo dos resultados da área de trombo e de neoíntima. Diferença estatística 
representada pelas setas como mostrado na tabela. 
 
Área da camada média 
A camada média da parede do vaso sanguíneo é formada principalmente pelas lâminas 
elásticas e pelas células musculares lisas (setas amarelas nas Figuras 11, 13 e 14). Lesões nesta 
camada podem promover a mobilização das células musculares lisas da parede do vaso para o 
lúmen, promovendo um processo de estenose, chamado de neoíntima. Em todos os grupos 
estudados, não foi possível verificar diferença estatística entre animais exercitados e 
sedentários, em 21 dias após a lesão arterial (9850 vs. 7118 μm2 Figura 17).  
 Apenas animais tratados com HBO durante 7 dias e mantidos por 21 dias após a lesão 
arterial diferiu do grupo sedentário e não tratado, com redução em cerca de 66% da área da 
camada média (9850 vs. 5350 μm2; **p<0.01 Figura 18A), mostrando o benefício do efeito do 
tratamento com HBO, mesmo após a interrupção do tratamento, na inibição da proliferação de 
células musculares lisas para o lúmen do vaso. Quando o exercício físico prévio e o tratamento 
com HBO foram combinados, não houve diferença estatística significativa (Figura 18B). 
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Figura 17. Efeito do exercício na área da camada média (μm2). Área média da artéria 
carótida em animais sedentários e exercitados. Análise realizada em 3, 7 ou 21 dias após a lesão 
arterial.  
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Figura 18. Efeito do exercício e da HBO na área da camada média (μm2). Influência do 
tratamento com HBO durante 3 ou 7 dias em animais sedentários (A) e em animais exercitados 
(B). Análise realizada em 3, 7 ou 21 dias após a lesão arterial, sendo os animais tratados com 
HBO durante 7 dias apenas após 7 e 21 dias da lesão arterial. (**p<0.01; ns = não significativo). 
 
A) 
B) 
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3. Citometria de fluxo 
 Um dos principais marcadores de células progenitoras endoteliais é o CD34+, um 
marcador hematopoiético de células que provém da medula óssea. Células endoteliais maduras 
tem um de seus principais marcadores o CD31+. Analisamos o número destas populações no 
período de 7 dias após a lesão arterial em animais apenas exercitados, apenas tratados com 
HBO e com a combinação dos dois métodos.  
 
O exercício físico mobiliza um grande número de células progenitoras endoteliais. 
Em animais sedentários após a lesão arterial, o número de células CD34+ diminuiu cerca 
de 91% e o de CD31+ aumentou 216% em relação aos níveis normais (0,057 vs. 0,005, 
**p<0.01; Figura 19A e 0,055 vs. 0,174; *p<0.05 Figura 19B). Quando os animais foram 
submetidos ao exercício físico previamente a lesão, houve aumento de 154,4% na marcação de 
células CD34+ em comparação aos níveis normais (0,057 vs. 0,145; *p<0.05) e de quase 40 
vezes em comparação a animais sedentários lesionados (0,145 vs. 0,005; ***p<0.001). 
Observamos também a tendência de aumento de células CD31+ em relação aos níveis normais, 
porém sem diferença estatística significativa (0,055 vs. 0,125; n.s).  
Figura 19. Efeito do exercício analisado por citometria de fluxo. Quantificação de células 
progenitoras endoteliais CD34+ (A) e de células endoteliais maduras CD31+ (B) em sangue 
periférico de animais submetidos ao exercício físico antes da lesão arterial. Valores expressos 
em % por 50.000 eventos. Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a lesão 
arterial. (*p<0.05; ***p<0.001).   
A) B) 
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A oxigenação hiperbárica recupera o número de células endoteliais maduras aos 
níveis normais. 
O tratamento com HBO durante 7 dias aumentou em cerca de 460% o número de células 
CD34+ após a lesão arterial quando comparados aos animais lesionados e não tratados (0,028 
vs. 0,005; **p<0.01 Figura 20A), porém esse aumento não obteve a mesma eficiência que o 
exercício físico prévio (0,028 vs. 0,145; **p<0.01; Figura 21). Apesar disso, a HBO por 7 dias 
mostrou-se mais eficiente do que o exercício físico na diminuição de células CD31+ quando 
comparado aos animais lesionados e não tratados (0,024 vs. 0,174, **p<0.01; Figura 20B), 
equiparando-se aos níveis encontrados em animais saudáveis (0,019 vs. 0,055; n.s) 
 
 
Figura 20. Quantificação do número de células CD34 e CD31 por citometria de fluxo em 
animais sedentários tratados com HBO. Quantificação de células progenitoras endoteliais 
CD34+ (A) e células endoteliais maduras CD31+ (B) em sangue periférico de animais 
sedentários submetidos ao tratamento com HBO durante 7 dias após a lesão arterial. Valores 
expressos em % por 50.000 eventos. Controle = níveis normais em animal saudável não 
submetido a lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01).   
A) B) 
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Figura 21. Citometria de fluxo em animais sedentários tratados com HBO e em animais 
exercitados não tratados. Quantificação de células progenitoras endoteliais CD34+ em sangue 
periférico de animais sedentários submetidos ao tratamento com HBO durante 7 dias após a 
lesão arterial e de animais exercitados não tratados. Valores expressos em % por 50.000 
eventos. (**p<0.01).   
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A combinação do exercício físico e da oxigenação hiperbárica não amplia os efeitos 
individuais dos diferentes tratamentos. 
 Ao avaliarmos o efeito do exercício físico aliado ao tratamento com HBO durante 7 
dias, o número de células CD34+ foi cerca de 10 vezes maior em relação aos animais não 
tratados (0,057 vs. 0,005; *p<0.05 Figura 22A), mas esse valor não foi significativamente 
diferente dos valores obtidos apenas com o exercício físico (0,057 vs. 0,145). Em relação as 
células endoteliais maduras, a combinação do tratamento também resultou na diminuição de 
células CD31+ em relação ao animal sedentário e não tratado (0,019 vs. 0,174; **p<0.01 Figura 
22B), porém esse valor não foi significativamente diferente do encontrado apenas com o 
tratamento com HBO (0,019 vs. 0,024). 
 
 
Figura 22. Citometria de fluxo. Quantificação de células progenitoras endoteliais CD34 (A) 
e células endoteliais maduras CD31+ (B) em sangue periférico de animais exercitados e 
submetidos ao tratamento com HBO durante 7 dias após a lesão arterial. Valores expressos em 
% por 50.000 eventos. Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a lesão 
arterial. (*p<0.05). 
 
 
 
A) B) 
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4. Zimografia in situ 
Utilizando um substrato fluorogênico composto por gelatina conjugada com 
fluoresceína (FITC), é possível realizar a detecção da atividade de metaloproteinases devido a 
digestão proteolítica deste e geração de fluorescência. 
  
O exercício físico não altera a atividade de gelatinases na resolução do trombo. 
  Ao avaliar o efeito do exercício na atividade de gelatinases (Figura 24), observamos a 
diminuição significativa 3 dias após a lesão arterial (58,5 vs. 37,1; **p<0.01 Figura 25A) e esse 
resultado não foi alterado pelo exercício prévio (35,5 vs. 37,1). O mesmo resultado foi 
observado no período de 7 dias após a lesão arterial (44,4 vs. 45,6; Figura 25B), mostrando que 
a atividade das gelatinases não são alteradas pelo exercício físico após a formação do trombo. 
Apesar de não haver alterações durante a resolução do trombo formado, com a prática do 
exercício físico foi possível verificar 2x mais atividade gelatinolítica 21 dias após a lesão 
arterial (65,1 vs. 30,3; p<0.01 Figura 25C), quando comparado ao animal sedentário.  
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Figura 24. Efeito do exercício físico na atividade de gelatinases. Zimografia in situ realizada 
com o uso de DQ-gelatin conjugada com fluoresceína (FITC); A expressão foi analisada 
subtraindo-se a auto-fluorescência do tecido da fluorescência presente nas lâminas submetidas 
à técnica. A) Branco: controle de reação sem substrato fluorogênico; Controle: níveis normais 
em animal sem lesão. B) Grupos de animais sedentários (I, III, V) e exercitados (II, IV, VI) 
após 3 (I, II), 7 (III, IV) e 21 (V, VI) dias após a lesão arterial. Setas indicam a atividade de 
gelatinases. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. 
Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
 
59 
 
 
A) B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Efeito do exercício físico na atividade de gelatinases. Técnica de Zimografia in 
situ analisada por mensuração da fluorescência por densidade integrada no período de 3 (A), 7 
(B) e 21 dias (C) após a lesão arterial. Controle = níveis normais em animal saudável não 
submetido a lesão arterial (*p<0.05; **p<0.01). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão 
+ 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. n.s = não 
significativo. 
 
A oxigenação hiperbárica aumenta a atividade de metaloproteinases durante o 
remodelamento do vaso.  
 Durante o processo de formação do trombo, a resposta inflamatória se torna mais 
evidente devido a lesão endotelial. A figura 26 mostra a atividade de gelatinases após o 
tratamento com HBO, onde é possível verificar que não houve alteração após o tratamento por 
3 dias (35,6 vs. 37,1; n.s; Figura 27A) em comparação ao animal não tratado. Apesar disso, 
quando o tratamento foi mantido durante 7 dias, houve o aumento em cerca de 128% (101,4 
vs. 4,4; **p<0.01 Figura 27B) em relação aos animais não tratados. Ao interromper o 
C) 
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tratamento após 7 dias, o efeito continuou sendo verificado 21 dias após a lesão em comparação 
aos animais não tratados (60,7 vs. 30,3; **p<0.01 Figura 27C), atingindo os mesmos níveis 
encontrados no animal saudável (60,7 vs. 58,5; ns.). 
 
 
Figura 26. Efeito do exercício físico na atividade de gelatinases. Zimografia in situ realizada 
com o uso de DQ-gelatin conjugada com fluoresceína (FITC); A expressão foi analisada 
subtraindo-se a auto-fluorescência do tecido da fluorescência presente nas lâminas submetidas 
à técnica. Grupos de animais sedentários não tratados (I, III, V) e animais sedentários tratados 
com HBO por 3 (II) e 7 (IV e VI) dias após a lesão arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. 
Barra = 50µm. 
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Figura 27. Efeito da HBO na atividade de metaloproteinases. Zimografia in situ analisada 
por intensidade de fluorescência por densidade integrada em animais tratados com HBO 
durante 3 (A) ou 7 dias (B e C) após a lesão arterial. Controle = níveis normais em animal 
saudável não submetido a lesão arterial (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). Lesão + 3d: 3 dias 
após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão 
arterial. n.s = não significativo. 
 
 
 
 
 
B) A) 
C) 
62 
 
 
A combinação do exercício físico com o tratamento com HBO não influenciou a 
atividade de gelatinases na trombose. 
 Aliando o exercício físico ao tratamento com HBO (Figura 28), verificamos que a 
atividade das gelatinases não variou significativamente após 3 e 7 dias da lesão arterial (25,5 
vs. 37,1 e 40,4 vs. 44,4, respectivamente; Figura 29A e B) e o aumento encontrado após 21 dias 
da lesão arterial (41,5 vs. 30,3; Figura 29C), também não foi diferente estatisticamente.  
 
Figura 28. Efeito do exercício físico e da HBO na atividade de gelatinases. Zimografia in 
situ realizada com o uso de DQ-gelatin conjugada com fluoresceína (FITC); A expressão foi 
analisada subtraindo-se a auto-fluorescência do tecido da fluorescência presente nas lâminas 
submetidas à técnica. Grupos de animais sedentários não tratados (I, III, V) e animais 
exercitados tratados com HBO por 3 (II) e 7 (IV e VI) dias após a lesão arterial. Controle = 
níveis normais em animal saudável não submetido a lesão arterial (*p<0.05; **p<0.01). n.s = 
não significativo. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 29. Efeito da combinação do exercício físico e da HBO na atividade de 
metaloproteinases. Técnica de Zimografia in situ analisada por mensuração da fluorescência 
por densidade integrada em animais exercitados e tratados com HBO durante 3 (A) ou 7 dias 
(B e C) após a lesão arterial. Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a 
lesão arterial (*p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. 
Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. n.s = não 
significativo. 
 
 
 
 
C) 
A) B) 
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5. Quantificação de MMP2 e MMP9 
Como descrito em literatura, as gelatinases são capazes de atuar na degradação da matriz 
extracelular, porém com diferentes papéis dependendo do tipo de proteína descrita. As 
principais gelatinases que atuam no remodelamento vascular são as MMP-2 (localizada na 
lâmina elástica) e MMP-9 (localizada no trombo e neoíntima), por isso utilizamos a 
imunocitoquímica para analisar semiquantitativamente os níveis destas proteínas nas diferentes 
condições, in situ. Em todos os grupos sedentários e/ou não tratados com HBO, verificamos o 
aumento significativo de MMP-2 em relação ao animal controle (*p<0.05; **p<0.01; Figuras 
30 e 32). Já em relação a MMP-9, estes níveis não foram alterados. 
 
MMP-2 manteve-se similar ao nível normal com a prática do exercício físico. 
 No terceiro dia após a lesão arterial, houve o aumento de MMP2 em animais sedentários 
após a lesão arterial em comparação ao controle (32,8 vs. 20,3; *p<0.05 Figura 31). Com a 
prática do exercício físico, foi possível verificar níveis de MMP-2 menores do que o grupo 
sedentário (23,5 vs. 32,8; p<0.05 Figura 31) e equivalente ao controle (23,5 vs. 20,3; n.s). Em 
todos os outros grupos, apesar da pequena variação encontrada em relação ao exercício físico 
e o tratamento com HBO, não houve diferença estatística significativa (Figura 33). 
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Figura 30. Efeito do exercício físico na atividade de MMP2. Imunofluorescência para 
detecção de MMP-2 (FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados em 
azul (DAPI). (A-C) Controle representando níveis normais em animal saudável não submetido 
a lesão arterial; (D-F) Animais sedentários após 3 dias da lesão arterial; (G-I) Animais 
exercitados após 3 dias da lesão arterial. Barra = 50µm. 
Figura 31. Efeito do exercício nos níveis de MMP-2. Imunofluorescência para detecção de 
MMP-2 em animais exercitados e submetidos a lesão arterial. Controle = níveis normais em 
animal saudável não submetido a lesão arterial (*p<0.05). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão 
arterial. n.s = não significativo. 
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Figura 32. Efeito do exercício físico e/ou da HBO nos níveis de MMP-2. Imunofluorescência 
para detecção de MMP-2 (FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados 
em azul (DAPI). A) Animais sedentários (I – III) e exercitados (IV-VI) tratados com HBO por 
3 dias após a lesão arterial. B) animais sedentários (I-VI) e exercitados (VII-XIII) após 7 dias 
da lesão arterial. C) Animais sedentários (I-VI) e exercitados (VII-XIII) após 21 dias da lesão 
arterial. Nos grupos acima representados não houve diferença estatística significativa. Células 
marcadas na camada adventícia não foram contadas devido a diferença de área nestas camadas. 
Barra = 50µm. 
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Figura 33. Efeito do exercício físico e/ou da HBO nos níveis de MMP-2. Imunofluorescência 
para detecção de MMP-2 em animais sedentários e exercitados (A); Tratados com HBO durante 
3 ou 7 dias (B); Exercitados e tratados com HBO por 3 ou 7 dias (C). Nos grupos acima não 
houve diferença estatística significativa referente ao tratamento em animais lesionados. 
(*p<0.05; **p<0.01). n.s = não significativo. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 
7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. 
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O tratamento com HBO durante 7 dias aumenta os níveis de MMP-9. 
 Na quantificação de MMP-9 (Figuras 34 e 35), foi possível observar o aumento 
significativo 3 dias após a lesão arterial em animais exercitados em comparação aos animais 
sedentários (42,1 vs. 30,6; *p<0.05 Figuras 34A e 35A). O aumento também foi verificado em 
animais sedentários tratados com HBO por 7 dias em relação aos animais sedentários não 
tratados (66,5 vs. 32; p<0.05 Figuras 34B e 35B). Apesar disso, não encontramos diferença 
significativa quando os tratamentos foram combinados (34,4 vs. 32; Figura 37).  
Figura 34. Efeito do exercício ou da HBO nos níveis de MMP-9. Imunofluorescência para 
detecção de MMP-9 (FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados em 
azul (DAPI). (A) Animais sedentários (I-III) e exercitados (IV-VI) 3 dias após a lesão arterial. 
(B) Animais sedentários após 7 dias da lesão arterial (I-VI) e animais tratados com HBO por 7 
dias (IV-VI). Barra = 50µm. 
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Figura 35. Efeito do exercício físico ou da HBO nos níveis de MMP-9. Imunofluorescência 
para detecção de MMP-9 em animais exercitados 3 dias após a lesão arterial (A) e animais 
sedentários tratados com HBO por 7 dias (B). Controle = níveis normais em animal saudável 
não submetido a lesão arterial (*p<0.05). n.s = não significativo. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial.  
A) B) 
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Figura 36. Efeito do exercício ou da HBO nos níveis de MMP-9. Imunofluorescência para 
detecção de MMP-9 (FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados em 
azul (DAPI).  Grupos de animais sedentários não tratados (A, B, C); exercitados (E, F); tratados 
com HBO por 3 (D) e 7 (E, I) dias após a lesão arterial; exercitados e tratados com HBO (G, 
H, J). Nos grupos acima representados não houve diferença estatística significativa. Lesão + 
3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias 
após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 37. Efeito do exercício físico e/ou da HBO nos níveis de MMP-9. Imunofluorescência 
para detecção de MMP-9 em animais exercitados (A-B); tratados com HBO durante 3 (C e E) 
ou 7 dias (D e F-G). Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a lesão 
arterial. Nos grupos acima representados não houve diferença estatística significativa. 
(*p<0.05, n.s = não significativo). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias 
após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. 
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6. Detecção de espécies reativas de oxigênio (ROS)  
O exercício físico induz a geração ROS 3 dias após a lesão arterial. 
 Animais exercitados apresentaram 3x mais ROS no terceiro dia após a lesão arterial em 
relação aos animais sedentários (35,1 vs. 11,03; **p<0.01 Figura 38 e 39A) e 7x mais em 
relação ao controle não lesionado (35,1 vs. 5,34; ***p<0.001). Não houve diferença 
significativa 7 dias após a lesão entre animais exercitados e sedentários (35,26 vs. 30,76; n.s 
Figuras 38 e 39B). Após 21 dias da lesão, os níveis de ROS em animais exercitados foram 30% 
menor em relação ao grupo controle (48,92 vs. 36,38; **p<0.001 Figura 38 e 39C).  
Esses resultados mostram que o exercício físico antecipa a geração de ROS para o terceiro 
dia após a lesão arterial e estes níveis são diminuídos 21 dias após a lesão, quando a neoíntima 
está formada. 
 
Figura 38. Efeito do exercício físico nos níveis de ROS. Detecção de ROS pela oxidação de 
DHE com emissão de fluorescência (Texas Red) e quantificação por densidade integrada. 
Animais sedentários (I, II, III) e exercitados (IV, V, VI) após 3, 7 e 21 dias da lesão arterial. 
Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 
21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 39. Efeito do exercício físico nos níveis de ROS. Detecção de ROS pela oxidação de 
DHE em animais sedentários e exercitados após 3 (A), 7 (B) e 21 (C) dias da lesão arterial. 
Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a lesão arterial (**p<0.01; 
***p<0.001; ****p<0.0001; n.s = não significativo). 
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A geração de ROS diminui após o tratamento com HBO durante 7 dias e o exercício 
físico não interfere nesta diminuição. 
No tratamento durante 7 dias com HBO, animais sedentários apresentaram diminuição 
de ROS em 55% em relação aos animais não tratados (23,36 vs. 36,8; **p<0.01; Figura 40 e 
41B). Animais sedentários e tratados com HBO durante 3 dias não apresentaram diferença 
estatística significativa em relação aos animais não tratados, apesar de apresentarem cerca de 
2x mais ROS (23,8 vs. 10,5; n.s; Figura 41A). Após 21 dias da lesão arterial, animais tratados 
com HBO por 7 dias não apresentaram diferenças com os animais não tratados (51,7 vs. 48,9; 
n.s; Figura 41C).  
 
Figura 40. Efeito do tratamento com HBO nos níveis de ROS. Detecção de ROS pela 
oxidação de DHE com emissão de fluorescência (Texas Red) e quantificação por densidade 
integrada. Animais sedentários não tratados (A-C); Animais sedentários tratados com HBO por 
3 (D) ou 7 dias (E-F). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão 
arterial. HBO 3d: tratamento com HBO durante 3 dias. HBO 7d: tratamento com HBO durante 
7 dias. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 41. Efeito do exercício físico nos níveis de ROS. Detecção de ROS pela oxidação de 
DHE em animais sedentários tratados com HBO por 3 (A) e 7 dias (B-C). Controle = níveis 
normais em animal saudável não submetido a lesão arterial (**p<0.01; ***p<0.001; 
****p<0.0001; n.s = não significativo). 
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Ao analisarmos a combinação do exercício físico prévio e o tratamento com HBO 
durante 3 dias, não houve diferença significativa entre os animais tratados e não tratados (16,7 
vs. 11; n.s; Figura 42 e 43A). Animais exercitados e tratados com HBO por 7 dias apresentaram 
níveis menores em cerca de 40% em relação aos animais sedentários sem tratamento (21,5 vs. 
36,8; **p<0.01; Figura 42 e 43B). O mesmo resultado foi observado 21 dias após a lesão arterial 
na análise de ROS de animais exercitados e tratados com HBO por 7 dias (35,17 vs. 48,92; n.s; 
Figura 42 e 43C). 
 
 
Figura 42. Efeito do exercício físico e do tratamento com HBO nos níveis de ROS. 
Detecção de ROS pela oxidação de DHE com emissão de fluorescência (Texas Red) e 
quantificação por densidade integrada. Animais sedentários (A-C) e exercitados (D-F) tratados 
com HBO após 3 (D) e 7 dias (E-F) da lesão arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. 
Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. 21d: 21 dias após a lesão arterial. HBO 3d: tratamento 
com HBO durante 3 dias. HBO 7d: tratamento com HBO durante 7 dias. Barra = 50µm. 
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Figura 43. Efeito da combinação do exercício físico e da HBO nos níveis de ROS. Detecção 
de ROS pela oxidação de DHE em animais exercitados e tratados com HBO durante 3 (A) e 7 
dias (B-C). Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a lesão arterial. 
(**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; n.s = não significativo). 
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7. Detecção da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) 
O exercício físico aumenta a produção de eNOS. 
 A atividade de eNOS está relacionada à produção de óxido nítrico (NO), um importante 
vasodilatador que pode inibir a agregação plaquetária. Após a lesão vascular, seus níveis 
diminuem e favorecem o desenvolvimento da trombose. No terceiro dia após a lesão arterial, 
animais exercitados apresentaram aumento de eNOS em 226% em relação aos animais 
sedentários (0,31 vs. 0,1; *p<0.05; Figura 44B). Após 7 e 21 dias da lesão, não houve diferença 
estatística significativa (0,9 vs. 0,12 e 0,2 vs. 0,25; n.s Figura 45B).  
Figura 44. Efeito do exercício na produção de eNOS. A) Imunofluorescência para detecção 
de eNOS (FITC). B) Quantificação de eNOS por densidade integrada; núcleos corados em azul 
(DAPI). Animais sedentários (I-III) e exercitados (IV-VI) 3 dias após a lesão arterial. 
(*p<0.05). Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 45. Efeito do exercício físico nos níveis de eNOS. A) Imunofluorescência para 
detecção de eNOS (FITC). B) Quantificação de eNOS por densidade integrada 7 e 21 dias após 
a lesão. Núcleos corados em azul (DAPI). Animais sedentários (I-III e VII-IX) e exercitados 
(IV-VI e X-XII) 7 (I-VI) e 21 dias (VII-XII) após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a 
lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. n.s = não significativo. Barra = 50µm. 
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O tratamento com HBO por 7 dias aumenta os níveis de eNOS. 
 
 Em relação ao tratamento com HBO, um aumento de 100% foi verificado em animais 
tratados com HBO por 7 dias quando comparados aos animais sedentários e não tratados (0,26 
vs. 0,13; *p<0.05; Figura 46B). Animais sedentários tratados durante 3 dias não apresentaram 
alterações nos níveis de eNOS (0,09 vs. 0,1; n.s Figura 47B), assim como em animais tratados 
por 7 dias e analisados após 21 dias da lesão arterial (0,21 vs. 0,24; n.s; Figura 47C).  
Figura 46. Efeito do tratamento com HBO na produção de eNOS. A) Imunofluorescência 
para detecção de eNOS (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). B) Quantificação de eNOS 
por densidade integrada. Animais sedentários não tratados (A-C) e tratados com HBO por 7 
dias (D-F) após a lesão arterial. (*p<0.05). Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Barra = 
50µm. 
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Figura 47. Efeito do tratamento com HBO na produção de eNOS. A) Imunofluorescência 
para detecção de eNOS (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). Quantificação de eNOS por 
densidade integrada em animais sedentários não tratados (I-III e VII-IX) e tratados com HBO 
por 3 (IV-VI) (B) e 7 dias (X-XII) (C) após 3 e 21 dias da lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após 
a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. n.s = não significativo. Barra = 50µm. 
B) 
A) 
C) 
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A combinação do exercício com o tratamento com HBO aumenta os níveis de 
eNOS. 
 
 A prática do exercício físico associado ao tratamento com HBO mostrou-se efetivo para 
o aumento dos níveis de eNOS. Animais previamente exercitados e tratados com HBO tanto 
por 3 dias, apresentaram aumento de 186% (0,27 vs. 0,1; Figura 48). No tratamento durante 7 
dias com HBO, o aumento foi de 105% (0,27 vs. 0,13; *p<0.05; Figura 49B). Quando os 
animais tratados com HBO por 7 dias foram mantidos por 21 dias após a lesão, houve 
diminuição de 88% (0,03 vs. 0,24; *p<0.05; Figura 49C).  
Figura 48. Efeito do exercício e do tratamento com HBO na produção de eNOS. A) 
Imunofluorescência para detecção de eNOS (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). B) 
Quantificação de eNOS por densidade integrada. Animais sedentários não tratados (I-III) e 
exercitados tratados com HBO por 3 dias (IV-VI) após a lesão arterial. (*p<0.05). Lesão + 3d: 
3 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
B) 
A) 
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Figura 49. Efeito do exercício e do tratamento com HBO na produção de eNOS. A) 
Imunofluorescência para detecção de eNOS (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). B) 
Quantificação de eNOS por densidade integrada. Animais sedentários não tratados (I-III e VII-
IX) e exercitados tratados com HBO por 7 dias (IV-VI e X-XII). Lesão + 7d: 7 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. (*p<0.05). Barra = 50µm. 
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8. Detecção da metaloproteinase ADAMTS13 
 
 O exercício induz a produção de ADAMTS13 após 3 dias da lesão arterial. 
 
 ADAMTS13 é uma enzima capaz de fragmentar o fator de von Willebrand em pequenos 
segmentos, tornando-os incapazes de interagir com plaquetas. Sua ação auxilia na regulação do 
tamanho do trombo e no remodelamento do vaso sanguíneo.  
 Quando os animais foram submetidos ao exercício físico prévio, foi observado o 
aumento em 86% de ADAMTS13 no terceiro dia após a lesão arterial em comparação aos 
animais sedentários (28,9 vs. 15,5; *p<0.05; Figura 50B). Apesar disso, estes níveis diminuíram 
progressivamente, não diferindo após 7 dias da lesão entre animais sedentários e exercitados 
(20,7 vs. 27,5; n.s Figura 51B). Os níveis foram menores em animais exercitados após 21 dias 
da lesão em comparação ao grupo sedentário (20,5 vs. 44,5; p<0.05; Figura 51C).  
Ao analisar apenas o efeito da lesão, animais sedentários lesionados não apresentaram 
diferença nos níveis de ADAMTS13 no terceiro dia após a lesão arterial em relação controle 
não lesionado (28,9 vs. 14,4; n.s; Figura 50B). Houve aumento de 90% após 7 dias da lesão e 
208% após 21 dias em comparação ao controle não lesionado (27,5 vs. 14,44 e 44,5 vs. 14,44; 
*p<0.05; Figura 51B e C). Esse resultado mostra que o exercício físico é capaz de induzir a 
produção de ADAMTS13 no terceiro dia após a lesão arterial. 
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Figura 50. Efeito do exercício na produção de ADAMTS13. A) Imunofluorescência para 
detecção de ADAMTS13 (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). B) Quantificação de 
ADAMTS13 por densidade integrada. Animais sedentários (I-III) e exercitados (IV-VI) 3 dias 
após a lesão arterial. Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a lesão 
arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. (*p<0.05).  n.s = não significativo. Barra = 
50µm. 
B) 
A) 
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Figura 51. Efeito do exercício na produção de ADAMTS13. A) Imunofluorescência para 
detecção de ADAMTS13 (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). Quantificação de 
ADAMTS13 por densidade integrada em animais sedentários e exercitados após 7 (B) e 21 dias 
(C) da lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01). n.s = não significativo. Lesão + 7d: 7 dias após a 
lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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O tratamento com HBO por 7 dias aumenta os níveis de ADAMTS13. 
 Em animais sedentários e submetidos ao tratamento com HBO durante 3 dias, não foi 
possível verificar alterações nos níveis de ADAMTS13 (17,6 vs. 15,5; n.s; Figura 52). Ao 
realizar o tratamento por 7 dias, foi verificado um aumento em 84% em relação aos animais 
não tratados (50,7 vs. 27,5; ***p<0.001; Figura 53B). Quando o tratamento foi interrompido e 
os animais mantidos por 21 dias após a lesão arterial, estes níveis diminuíram 40% em relação 
aos animais não tratados (26,5 vs. 44,5; *p<0.05; Figura 53C), mostrando que o efeito da HBO 
não é prolongado.  
Figura 52. Efeito da HBO na produção de ADAMTS13. Imunofluorescência para detecção 
de ADAMTS13 (FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados em azul 
(DAPI). Animais sedentários não tratados (A-C) e tratados por 3 dias (D-F) após a lesão arterial. 
Controle = níveis normais em animal saudável não submetido a lesão arterial. Lesão + 3d: 3 
dias após a lesão arterial. n.s = não significativo. Barra = 50µm. 
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Figura 53. Efeito da HBO na produção de ADAMTS13. A) Imunofluorescência para 
detecção de ADAMTS13 (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). Quantificação de 
ADAMTS13 por densidade integrada em animais sedentários tratados com HBO por 7 dias. 
Análise após 7 (B) e 21 dias (C) após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. 
Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 
n.s = não significativo. Barra = 50µm. 
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A combinação com o exercício não amplia os efeitos da HBO. 
O mesmo perfil verificado no tratamento com HBO foi visto na combinação do 
exercício com este tratamento para a detecção de ADAMTS13. Em animais exercitados e 
tratados com HBO por 3 dias não houve diferença estatística significativa em relação aos 
animais sedentários não tratados (22,2 vs. 15,5; n.s; Figura 54), porém o aumento foi suficiente 
para diferir do controle não lesionado (22,2 vs. 14,4; n.s).  
Figura 54. Efeito do exercício e da HBO na produção de ADAMTS13. Imunofluorescência 
para detecção de ADAMTS13 (FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos 
corados em azul (DAPI). Animais sedentários não tratados (A-C) e animais exercitados tratados 
por 3 dias (D-G) após a lesão arterial. Controle = níveis normais em animal saudável não 
submetido a lesão arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial. (*p<0.05). n.s = não 
significativo. Barra = 50µm.  
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Quando os animais exercitados foram tratados com HBO por 7 dias, houve aumento de 
23,3% em relação aos animais sedentários não tratados (33,9 vs. 27,5; *p<0.05; Figura 55 e 
56A), porém estes níveis diminuíram em 35,5% quando o tratamento foi interrompido e os 
animais mantidos por 21 dias após a lesão arterial em relação aos animais não tratados (28,7 
vs. 44,5; *p<0.05; Figura 55 e 56B). 
 
Figura 55. Efeito do exercício e da HBO na produção de ADAMTS13. A) 
Imunofluorescência para detecção de ADAMTS13 (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). 
Quantificação de ADAMTS13 por densidade integrada em animais tratados com HBO por 7 
dias e analisados após 7 (B) e 21 dias (C) após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 56. Efeito do exercício e da HBO na produção de ADAMTS13. Quantificação de 
ADAMTS13 por densidade integrada em animais tratados com HBO por 7 dias e analisados 
após 7 (A) e 21 dias (B) após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 
21d: 21 dias após a lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). n.s = não significativo.  
 
 
9. Medida do processo de autofagia (quantificação de LC3) 
O exercício físico não exerce influência no processo autofágico. 
 A autofagia é um complexo processo de degradação dos componentes citoplasmáticos 
com o envolvimento de diferentes proteínas, como o LC3. Sua presença no citoplasma ou em 
associação com a membrana de auto-fagossomos tem sido considerada como indicadora de 
autofagia.  
Animais exercitados e analisados 3 e 7 dias após a lesão arterial não apresentaram 
diferenças significativas em relação aos animais sedentários (23,2 vs. 26,6; n.s Figura 57 e 58A; 
14,21 vs. 17,1; n.s Figura 57 e 58B). Somente após 21 dias da lesão arterial em animais 
sedentários foi possível verificar a diminuição em 47,7% dos níveis de ADAMTS13 em relação 
aos animais sedentários (22,3 vs. 42,7; **p<0.01; Figura 59), similar aos níveis encontrados no 
animal controle. 
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Figura 57. Efeito do exercício na produção de LC3. Imunofluorescência para detecção de 
LC3 (FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados em azul (DAPI). 
Animais sedentários (A-C e G-I) e exercitados (D-F e J-L). Animais submetidos a lesão arterial 
e analisados após 3 (A-F) e 7 dias (G-L) após a lesão arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão 
arterial. n.s = não significativo. Barra = 50µm. 
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Figura 58. Efeito do exercício na produção de LC3. Quantificação de LC3 por densidade 
integrada em animais sedentários e exercitados após 3 (A) e 7 dias (B) da lesão arterial. Lesão 
+ 3d: 3 dias após a lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. n.s = não significativo.  
Figura 59. Efeito do exercício na produção de LC3. A) Imunofluorescência para detecção 
de LC3 (FITC); núcleos corados em azul (DAPI). B) Quantificação de LC3 por densidade 
integrada em animais sedentários e exercitados após 21 dias da lesão arterial. Lesão + 21d: 21 
dias após a lesão arterial. n.s = não significativo. (**p<0.01) Barra = 50µm. 
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 O tratamento com HBO por 7 dias é capaz de aumentar os níveis de LC3. 
 Avaliando apenas o efeito da lesão arterial, no terceiro dia após a lesão houve um 
aumento de LC3 em 84% em animais sedentários e não tratados em relação ao grupo controle 
não lesionado (26,6 vs. 14,44; *p<0.05; Figura 60B). Quando os animais foram tratados com 
HBO por 3 dias, não houve diferença significativa em relação aos animais sedentários não 
tratados (34,6 vs. 26,6; n.s; Figura 60B), mas houve aumento de aproximadamente 150% (34,63 
vs. 14,44; **p<0.01; Figura 60B) em relação ao controle não lesionado. 
Figura 60. Efeito da HBO na produção de LC3. Imunofluorescência para detecção de LC3 
(FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados em azul (DAPI). Animais 
sedentários não tratados (A-C) e tratados com HBO por 3 dias (D-F) após a lesão arterial. Lesão 
+ 3d: 3 dias após a lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01). n.s = não significativo. Barra = 50µm. 
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Quando os animais sedentários foram tratados com HBO por 7 dias, foi observado um 
aumento de 222% nos níveis de LC3 (55,1 vs. 17,1; ****p<0.0001; Figura 61 e 62A). Apesar 
disso, quando os animais foram tratados e mantidos por 21 dias após a lesão em animais, foi 
observada a diminuição em 49,5% de LC3 (21,5 vs. 42,7; n.s; Figura 61 e 62B), nível similar 
ao encontrado no controle (21,5 vs. 14,44; n.s). 
 
Figura 61. Efeito da HBO na produção de LC3. Imunofluorescência para detecção de LC3 
(FITC) pela quantificação da densidade integrada; núcleos corados em azul (DAPI). Animais 
sedentários não tratados (A-C e G-I) e tratados com HBO por 7 dias (D-F e J-L) após a lesão 
arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. 
Barra = 50µm. 
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Figura 62. Efeito da HBO na produção de LC3. Quantificação da intensidade de 
fluorescência de LC3 por densidade integrada em animais sedentários e exercitados após 7 (A) 
e 21 dias (B) da lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias 
após a lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001) n.s = não significativo.  
 
 Ao avaliar o efeito do exercício físico combinado ao tratamento com HBO, verificamos 
que esta combinação não melhora o aumento de LC3 após 3 dias da lesão arterial. Na associação 
do exercício físico com o tratamento com HBO por 3 dias, não houve diferença significativa 
em relação ao grupo sedentário não tratado (34,6 vs. 26,6; n.s; Figura 63). Apesar disso, estes 
níveis diferiram do grupo controle não lesionado, com um aumento de aproximadamente 150% 
(33,7 vs. 14,4; *p<0.05; Figura 63).  
No tratamento com HBO por 7 dias em animais exercitados, houve o aumento de 146% 
em relação aos animais sedentários não tratados (42,2 vs. 17,1; ***p<0.001; Figura 64 e 65A). 
Ao manter os animais tratados por 21 dias após a lesão, também foi verificada uma diminuição 
em 45,4% em relação aos animais sedentários não tratados (23,3 vs. 42,7; *p<0.05; Figura 64 
e 65B). 
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Figura 63. Efeito do exercício e da HBO na produção de LC3. Imunofluorescência para 
detecção de LC3 (FITC) pela quantificação da intensidade de fluorescência por densidade 
integrada; núcleos corados em azul (DAPI). Animais sedentários não tratados (A-C) e 
exercitados tratados com HBO por 3 dias (D-F) após a lesão arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a 
lesão arterial. (*p<0.05). n.s = não significativo. Barra = 50µm. 
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Figura 64. Efeito do exercício e da HBO na produção de LC3. Imunofluorescência para 
detecção de LC3 (FITC) pela quantificação da intensidade de fluorescência por densidade 
integrada; núcleos corados em azul (DAPI). Animais sedentários não tratados (A-C e G-I) e 
animais exercitados tratados com HBO por 7 dias (D-F e J-L) após a lesão arterial. Lesão + 7d: 
7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 65. Efeito do exercício e da HBO na produção de LC3. Quantificação da intensidade 
de fluorescência de LC3 por densidade integrada em animais sedentários e exercitados após 7 
(A) e 21 dias (B) da lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial. Lesão + 21d: 21 dias 
após a lesão arterial. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001) n.s = não significativo.  
 
 
 Quantificação de células CD31 e CD34 positivas. 
A lesão química induzida por FeCl3 é capaz de causar a denudação da parede interna 
do vaso sanguíneo. Por esta razão, utilizamos um dos principais marcadores de células 
endoteliais maduras (CD31+) e de células progenitoras endoteliais (CPEs, CD34+) para avaliar 
o processo de re-endotelização dos vasos após os tratamentos. 
 
 O exercício físico aumenta o número de células endoteliais e progenitoras no local 
da lesão.  
 No terceiro dia após a lesão arterial, animais exercitados apresentaram 10x maior 
número de células endoteliais maduras (22 vs. 2; ***P<0.001; Figura 66 e 67A) e 
aproximadamente 4x mais CPEs (4,6 vs. 1; ***P<0.001; Figura 66 e 67B) em comparação ao 
animal sedentário. No sétimo dia após a lesão arterial, foi verificado o perfil inverso em animais 
exercitados com 3,5x mais células endoteliais maduras (20,8 vs. 4,6; ***P<0.001; Figura 68 e 
69ª) e aproximadamente 11x mais CPEs (16,6 vs. 1,4; ***P<0.001; Figura 68 e 69B) em 
relação aos animais sedentários. 
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Figura 66. Efeito do exercício no número de células endoteliais progenitoras e maduras. 
Imunofluorescência para detecção de células CD31+ e CD34+ (FITC) pela quantificação da 
intensidade de fluorescência por densidade integrada; núcleos corados em azul (DAPI). 
Animais sedentários (A-C e G-I) e animais exercitados (D-F e J-L) 3 dias após a lesão arterial. 
Barra = 50µm. 
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Figura 67. Efeito do exercício no número de células endoteliais progenitoras e maduras. 
Quantificação da intensidade de fluorescência de células CD31+ (A) e CD34+ (B) por densidade 
integrada em animais sedentários e exercitados após 3 da lesão arterial. Lesão + 3d: 3 dias após 
a lesão arterial. (*p<0.05; ***p<0.001). 
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Figura 68. Efeito do exercício no número de células endoteliais progenitoras e maduras. 
Imunofluorescência para detecção de células CD31+ e CD34+ (FITC) pela quantificação da 
intensidade de fluorescência por densidade integrada; núcleos corados em azul (DAPI). 
Animais sedentários (A-C e G-I) e animais exercitados (D-F e J-L) 7 dias após a lesão arterial. 
Barra = 50µm. 
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Figura 69. Efeito do exercício no número de células endoteliais progenitoras e maduras. 
Quantificação da intensidade de fluorescência de células CD31+ (A) e CD34+ (B) por densidade 
integrada em animais sedentários e exercitados após 7 da lesão arterial. Lesão + 7d: 7 dias após 
a lesão arterial. (*p<0.05; ***p<0.001). 
 
 O tratamento com HBO por 3 dias aumenta o número de células endoteliais e 
progenitoras no local da lesão. 
 No terceiro dia após a lesão, foi observado 3,4x mais células endoteliais maduras (8,75 
vs. 2; *P<0.05; Figura 70 e 71A), assim como 3,5x mais CPEs no local da lesão (5,75 vs. 1,25; 
**P<0.01; Figura 70 e 71B) em animais sedentários tratados com HBO em comparação aos 
animais não tratados. Quando o tratamento com HBO foi realizado durante 7 dias, animais 
sedentários apresentaram aproximadamente 3x mais CPEs (5,4 vs. 1,4; **P<0.01; Figura 72 e 
73A) em relação aos animais sedentários não tratados, porém não foi verificado aumento 
significativo nestes animais com relação as células endoteliais maduras (6,8 vs. 4,6; n.s; Figura 
72 e 73B). 
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Figura 70. Efeito do tratamento com HBO no número de células endoteliais progenitoras 
e maduras. Imunofluorescência para detecção de células CD31+ e CD34+ (FITC) pela 
quantificação da intensidade de fluorescência por densidade integrada; núcleos corados em azul 
(DAPI). Animais não tratados (A-C e G-I) e animais tratados com HBO por 3 dias (D-F e J-L) 
após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 71. Efeito do tratamento com HBO no número de células endoteliais progenitoras 
e maduras. Quantificação da intensidade de fluorescência de células CD31+ (A) e CD34+ (B) 
por densidade integrada em animais não tratados e tratados com HBO por 3 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial (*p<0.05). 
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Figura 72. Efeito do tratamento com HBO no número de células endoteliais progenitoras 
e maduras. Imunofluorescência para detecção de células CD31+ e CD34+ (FITC) pela 
quantificação da intensidade de fluorescência por densidade integrada; núcleos corados em azul 
(DAPI). Animais não tratados (A-C e G-I) e animais tratados com HBO por 7 dias (D-F e J-L) 
após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 73. Efeito do tratamento com HBO no número de células endoteliais progenitoras 
e maduras. Quantificação da intensidade de fluorescência de células CD31+ (A) e CD34+ (B) 
por densidade integrada em animais não tratados e tratados com HBO por 3 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial (***p<0.001). n.s = não significativo. 
 
 A combinação do exercício físico com o tratamento com HBO aumenta o número 
de células progenitoras e endoteliais maduras. 
 
 Quando o exercício físico foi associado ao tratamento com HBO por 3 dias, o número 
de células endoteliais maduras aumentou 3x (8 vs. 2; *P<0.05; Figura 74 e 75A) e o número de 
CPEs aumento cerca de 1,3x (4,75 vs. 1,25; *P<0.05; Figura 74 e 75B) em relação aos animais 
sedentários não tratados e analisados 3 dias após a lesão arterial. Quando o tratamento foi 
realizado durante 7 dias, animais exercitados apresentaram um aumento de 2x mais células 
endoteliais maduras (13,5 vs. 4,6; *P<0.05; Figura 76 e 77A) e 13x mais CPEs (19 vs. 1,4; 
***P<0.001; Figura 76 e 77B) em relação aos animais sedentários e não tratados com HBO. 
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Figura 74. Efeito do exercício físico e do tratamento com HBO no número de células 
endoteliais progenitoras e maduras. Imunofluorescência para detecção de células CD31+ e 
CD34+ (FITC) pela quantificação da intensidade de fluorescência por densidade integrada; 
núcleos corados em azul (DAPI). Animais não tratados (A-C e G-I) e animais tratados com 
HBO por 3 dias (D-F e J-L) após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 75. Efeito do tratamento com HBO no número de células endoteliais progenitoras 
e maduras. Quantificação da intensidade de fluorescência de células CD31+ (A) e CD34+ (B) 
por densidade integrada em animais não tratados e tratados com HBO por 3 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 3d: 3 dias após a lesão arterial (*p<0.05). 
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Figura 76. Efeito do exercício físico e do tratamento com HBO no número de células 
endoteliais progenitoras e maduras. Imunofluorescência para detecção de células CD31+ e 
CD34+ (FITC) pela quantificação da intensidade de fluorescência por densidade integrada; 
núcleos corados em azul (DAPI). Animais não tratados (A-C e G-I) e animais tratados com 
HBO por 7 dias (D-F e J-L) após a lesão arterial. Barra = 50µm. 
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Figura 77. Efeito do tratamento com HBO no número de células endoteliais progenitoras 
e maduras. Quantificação da intensidade de fluorescência de células CD31+ (A) e CD34+ (B) 
por densidade integrada em animais não tratados e tratados com HBO por 7 dias após a lesão 
arterial. Lesão + 7d: 7 dias após a lesão arterial (*p<0.05; ***p<0.001). 
 
 
V. DISCUSSÃO 
 
 A trombose arterial é a principal responsável pela maioria dos casos de infarto do 
miocárdio e de cerca de 80% dos AVCs, que são as duas causas mais comuns de morte no 
mundo desenvolvido. O uso de drogas antitrombóticas por pacientes com DCVs é um 
tratamento eficaz na redução da trombose arterial e venosa, porém o principal efeito colateral 
dessas drogas é o sangramento, o que limita seu uso. Além disso, estes tratamentos nem sempre 
promovem a recuperação endotelial após a trombose. Dessa maneira, a busca por terapias 
alternativas tem sido amplamente estudada a fim de fornecer melhores condições de 
remodelamento vascular com os menores efeitos colaterais possíveis. Na prática clínica, a 
ruptura da placa aterosclerótica é geralmente o primeiro evento para a trombose arterial, assim 
como intervenções clínicas com o uso de “stent” para a desobstrução dos vasos sanguíneos que 
podem levar a reestenose vascular devido uma lesão mecânica. Na maioria dos casos, após este 
procedimento ocorre novamente a ativação da cascata de coagulação com proliferação de 
células musculares lisas (CML) que levam a re-oclusão do vaso sanguíneo. 
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No presente trabalho, utilizamos um modelo de lesão química utilizando o FeCl3 para 
induzir a lesão endotelial na artéria carótida de camundongos C57Bl/6J a fim de mimetizar o 
processo inflamatório ocorrido durante a trombose, sendo recentemente reportado que a 
composição do trombo neste modelo experimental é o mais próximo ao que ocorre em humanos 
(Novotny et al., 2018). Avaliamos a influência do exercício físico de alta intensidade (75 – 
100% da VO2máx) realizado antes da lesão arterial e o tratamento com HBO após a lesão, assim 
como a combinação das duas intervenções na diminuição da formação do trombo e da 
neointima, na capacidade de regular o tônus vascular (eNOS) e na regulação do balanço de 
processos oxidativos (ROS). Além disso, verificamos que estas intervenções são capazes de 
melhorar o processo de reendotelização (CPEs) e o remodelamento vascular com aumento da 
degradação da matriz extracelular (MMPs e ADAMTS13) e com a indução da reciclagem de 
componentes celulares (LC3) próximo ao local de formação do trombo, como uma forma de 
balancear as respostas inflamatórias. 
Recentemente, nosso laboratório demonstrou que o exercício físico regular e de alta 
intensidade antes e depois da lesão arterial é capaz de diminuir os níveis de colesterol e a 
inflamação em camundongos ateroscleróticos, além de diminuir a formação do trombo e de 
neoíntima com a melhora do remodelamento vascular e do endotélio (Terra et al 2018, aceito 
para publicação). Apesar disso, não observamos diminuição da neoíntima, como descrito por 
Terra, devido nosso protocolo de exercício ter sido encerrado após a lesão arterial. Em nossa 
análise histológica, não foi possível verificar alterações na área da camada média dos vasos, 
provavelmente devido a lesão química provocada pelo FeCl3 não leva a degradação da lâmina 
elástica. Apesar disso, observamos que tanto o exercício físico quanto o tratamento com HBO 
foram eficientes na diminuição do tamanho do trombo 3 dias após a lesão arterial. Durante a 
resolução do trombo e o início da proliferação de células musculares lisas para o lúmen do 
vaso, ou seja, 7 dias após a lesão, o exercício físico foi mais eficiente na redução da área de 
trombo, enquanto que o tratamento com HBO foi mais eficiente na redução de neoíntima, isto 
é, no remodelamento vascular. Quando o exercício fisíco foi combinado com o tratamento com 
HBO, houve a redução tanto de trombo quanto de neoíntima em todos os períodos analisados, 
provavelmente devido aos 2 tratamentos possuírem mecanismos de ação distintos. Na 
literatura, encontramos estudos evidenciando a eficiência do exercício físico na diminuição da 
formação de neoíntima na artéria carótida de ratos e camundongos (Laufs et al., 2004; Pynn et 
al., 2004), além da relação inversa entre o exercício e a espessura da íntima em indivíduos 
113 
 
 
saudáveis ou acometidos por DCVs (Kadoglou et al., 2008). Apesar disso, nosso estudo é o 
primeiro a avaliar os efeitos individuais do exercício e da HBO, assim como a combinação 
destes tratamentos no trombo de 3 dias e sua transição para neoíntima 7 dias após a lesão.  
Diferentes trabalhos também relataram que o exercício físico é capaz de reduzir a 
incidência de trombose (Miyachi e Medicine, 2012; Billinger et al., 2014; Miyachi et al., 2015; 
Yamamoto et al., 2018), mas em muitos casos não há especificação da categoria da intensidade 
do protocolo utilizado, informação de grande importância uma vez que as respostas celulares 
proporcionada por cada categoria produz efeitos fisiológicos distintos (Ostman et al., 2017). 
Também há a dificuldade de relacionar os estudos experimentais em modelos animais aos 
estudos clínicos em humanos, devido camundongos serem animais corredores natos.   
Após o término do nosso protocolo de 3 semanas de exercício de alta intensidade, 
realizamos a indução da trombose arterial e analisamos o processo inflamatório na formação 
do trombo de 3 dias, na transição entre a formação o trombo e durante o processo de formação 
de neoíntima em 7 dias e na neoíntima já formada em 21 dias. Estes tempos foram escolhidos 
de acordo com experimentos prévios em nosso laboratório, onde observamos que após 3 dias 
o trombo formado começa a ser resolvido e que 14 dias após a lesão, cerca de 90% do lúmen 
do vaso está ocluído pela presença da formação de neoíntima com o crescimento de células 
musculares lisas e matriz extracelular ocluindo o lúmen do vaso Neste mesmo trabalho, foi 
possível observar que a administração de células progenitoras endoteliais (CPE) intravenosa 
melhorou a resolução do trombo arterial e venoso, com diminuição de neoíntima em 
camundongos ateroscleróticos (Sielski, 2015). 
A melhora da função das CPEs após o exercício físico foi descrita por pesquisadores 
que observaram um pico destas células após 3 semanas do exercício, com diminuição 
progressiva até o período de 8 semanas (Guo et al., 2016). Essa diminuição chegou a ser 
relacionada aos baixos níveis encontrados durante o envelhecimento, em que as CPEs têm sua 
capacidade migratória alterada devido a diferente estrutura da heparina nestas células 
(Williamson et al., 2013). Por outro lado, quando o exercício físico foi realizado após estes 
animais sofrerem infarto do miocárdio, foi observado o pico de CPEs em 2 semanas, sem 
posterior diminuição significativa, mostrando o efeito reparador e prolongado do exercício após 
a injúria. Sabemos que estas variações nos níveis de CPEs podem indicar uma inibição ou 
ativação da migração destas células a partir da medula óssea com consequente aumento do 
remodelamento vascular. Laufs e colaboradores (2004) verificaram que o exercício físico 
114 
 
 
aumenta o números de CPEs circulantes parcialmente pela estimulação por NO, com 
consequente diminuição da formação de neoíntima em camundongos que continuaram o 
protocolo do exercício após a lesão arterial (Laufs et al., 2004). Em nosso trabalho, analisamos 
animais exercitados apenas antes da lesão arterial, no qual também foi possível verificar o 
grande aumento no número de CPEs na circulação tanto de animais exercitados, quanto de 
animais tratados com oxigenação hiperbárica (HBO) e analisados 7 dias após a lesão arterial, o 
que corrobora com o descrito em literatura.  
O aumento do número de células endoteliais, tanto progenitoras quanto maduras, 
também foi observado in situ após os tratamentos, no local da lesão arterial. Terra e 
colaboradores (2019), observaram o aumento de células CD31+ e CD34+ nos vasos logo após 
a lesão, o que é reforçado pelo presente trabalho nas análises realizadas após 3 e 7 dias da lesão 
arterial. Apesar disso, não foi possível verificar diferenças no número de células CD31+ após o 
tratamento com HBO por 7 dias, o que poderia justificar o aparecimento da estenose após o 
término do tratamento. É possível que o número de células endoteliais maduras presentes na 
parede do vaso sanguíneo não foi suficiente para conter a migração de células musculares lisas 
para o lúmen do vaso. 
Há fortes evidências de que a eNOS expressa por CPEs é regulada sob várias condições 
fisiológicas e fisiopatológicas. Após uma lesão, há a diminuição na expressão da eNOS, que 
consequentemente influencia negativamente a biodisponibilidade de NO local, um importante 
vasodilatador e potente inibidor de adesão e agregação plaquetária, também envolvido no 
mecanismo de tônus vascular (Zhang et al., 2011). Nosso grupo também demonstrou que o 
tratamento de camundongos com CPEs intravenosa foi capaz de aumentar a síntese de NO, a 
qual é produzida pela enzima eNOS, melhorando a função vascular no local da lesão arterial 
(Godoy et al., 2015). No presente trabalho, verificamos que animais exercitados previamente a 
lesão arterial apresentam aumento dos níveis de eNOS em até 3 dias da lesão, assim como 
apenas durante o tratamento com HBO por 7 dias, mostrando que tanto o exercício quanto a 
HBO não possuem efeito prolongado na biodisponibilidade de NO. Outros autores também têm 
reportado o aumento de eNOS após a prática do exercício físico (Schirmer et al., 2015; Tanaka 
et al., 2015; Guizoni et al., 2016), assim como após o  tratamento com HBO (Baynosa et al., 
2013; Yu et al., 2016; Benincasa et al., 2018). Pesquisadores observaram o aumento da 
produção de eNOS em ratos tratados com apenas 1 sessão de HBO após lesão ocasionada por 
balão farmacológico, com  diminuição da área da íntima (Rits et al., 2013). Em pacientes de 
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baixo fluxo cardíaco, a HBO foi capaz de aumentar os níveis plasmáticos de NO (Li et al., 
2018), que pode levar a inibição de plaquetas in vitro e ao controle da adesão leucocitária do 
subendotélio, fatores envolvidos no desenvolvimento da hiperplasia da neoíntima (Kader et al., 
2000).  
A fim de melhor compreender o funcionamento destes mecanismos e devido a 
importância de um equilíbrio crucial entre os níveis de NO e ROS na homeostase da 
vasculatura, realizamos as análises envolvendo o processo oxidativo e a ação de MMPs in situ. 
Em geral, baixos níveis de ROS podem ativar vias preventivas e até mesmo funcionar de 
maneira pró-angiogênica, enquanto níveis mais altos prejudicam significativamente a função 
endotelial (Kim e Byzova, 2014; Tang et al., 2017). Verificamos que o exercício físico foi 
capaz de antecipar o aumento dos níveis de ROS (o qual ocorreu no controle apenas no sétimo 
dia) para o terceiro dia após a lesão, provavelmente a fim de proporcionar uma resposta mais 
rápida ao ao processo inflamatório iniciado pela lesão arterial e fortalecer o sistema de defesa 
antioxidante. Sabe-se que quantidades baixas ou moderadas de ROS produzidas durante a 
contração muscular regular são consideradas responsáveis em promover adaptações 
específicas, como aumento da atividade de enzimas antioxidantes, aumento da resistência ao 
estresse oxidativo e diminuição do dano oxidativo (Vina et al., 2012). As ROS também 
participam da regulação de muitos processos celulares, incluindo diferenciação, proliferação, 
crescimento, apoptose, regulação do citoesqueleto, migração e contração (Ray et al., 2012; 
Schröder, 2014; Redza-Dutordoir e Averill-Bates, 2016).  
No início do processo de migração e proliferação de células musculares lisas para o 
lúmen do vaso (7 dias após a lesão), os níveis de ROS foram menores após o tratamento com 
HBO, o que poderia regular o balanço necessário para que não ocorra proliferação excessiva. 
Nesse contexto, este equilíbrio obtido na combinação dos dois métodos, no qual antecipa o 
aumento de ROS para o início do processo inflamatório e diminui no período de proliferação 
celular, forneceria as condições ideais necessárias para o remodelamento vascular com 
resolução do trombo formado, proporcionado também a redução da formação de neoíntima de 
forma prolongada, como visto em 21 dias após a lesão arterial. Com isso, é possível que ocorra 
a proliferação e migração de células musculares lisas de forma reduzida devido aos baixos 
níveis de ROS proporcionado pela HBO, processo que geralmente é acompanhado da expressão 
de citocinas pró-migratórias e angiogênicas, como VEGF (Matsumoto e Ema, 2014), SDF1-
alfa (Golan et al., 2012), PDGF (Maheswaranathan et al., 2011) e HGF (Schröder et al., 2011). 
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Neste caso, o estudo dessas moléculas e de fatores antioxidantes se fazem necessários para a 
confirmação destas hipóteses.  
A presença de ROS e de outros fatores como a hipóxia tecidual, induzem a angiogênese 
na cicatrização de feridas, que estimulam macrófagos, fibroblastos, células endoteliais e 
queratinócitos a produzirem VEGF (Schreml et al., 2010), além de poder ativar o NF-κB, 
resultando na indução da expressão de MMP-9 (Tobar et al., 2010), uma metaloproteínase 
indicadora de degradação da matriz extracelular e remodelamento vascular.  
No processo inflamatório e de resolução do trombo, a MMP-9 desempenha um papel 
fundamental na migração de macrófagos para o local da lesão através do colágeno tipo IV 
presente na membrana basal da maioria dos tecidos (Gong et al., 2008). Experimentos com 
camundongos knockout (MMP-9-/-), mostraram que a deficiência de MMP-9 resulta na 
diminuição do número de macrófagos e do poder de resolução do trombo venoso após estenose 
(Nguyen et al., 2015), mantendo  uma correlação positiva com a formação de trombos menores 
e perda do enrijecimento vascular por organizar moléculas de colágeno (Siennicka et al., 2016), 
A MMP-9 também mostrou-se necessária para promover a revascularização e o remodelamento 
em tecidos isquêmicos, assim como na indução da ruptura da placa aterosclerótica (Johnson et 
al., 2004; Gough et al., 2006).  
Nosso estudo mostrou que tanto o exercício quanto o tratamento com HBO foram 
capazes de aumentar os níveis de MMP-9, porém apenas o exercício diminuiu MMP-2. Ao 
contrário do que ocorre com a MMP-9, a MMP-2 possui um papel muito importante na 
amplificação da ativação e agregação plaquetária, contribuindo para o aumento da formação do 
trombo tanto in vitro (Guglielmini et al., 2016) quanto in vivo (Momi et al., 2009). Além disso, 
estudos clínicos verificaram que jogadores de hóquei submetidos ao exercício de intensidade 
máxima (>90% VO2máx) tiveram concentrações sanguíneas de MMP-9 aumentadas 
(Reihmane et al., 2012) assim como em indivíduos saudáveis com treinos intensos e 
intervalados, que além do aumento em MMP-9 também apresentaram aumento do fator de von 
Willebrand (vWF) (Di Battista et al., 2018).  
Durante a hemostasia, plaquetas ativadas aderem-se às fibras de colágeno expostas nas 
camadas subendoteliais formando uma ligação estável ao interagir com o vWF, uma 
glicoproteína multimérica. O vWF é secretado como pequenos fragmentos e sua regulação é 
realizada por uma desintegrina e metaloprotease com motivo trombospondina tipo I 
(ADAMTS13), que rapidamente cliva os multímeros em fragmentos menores e menos reativos 
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(Crawley et al., 2011). ADAMTS13 é sintetizado e secretado a partir do fígado (Soejima et al., 
2001), células endoteliais vasculares (Shang et al., 2006), megariócitos e plaquetas (Suzuki et 
al., 2004; Liu et al., 2005). Neste caso, considerando a grande área de superfície endotelial 
vascular, uma pequena fração de células endoteliais produtoras de ADAMTS13 pode contribuir 
significativamente para seu rápido aumento a nível plasmático.  
Em nosso estudo, verificamos que tanto o exercício físico quanto o tratamento com 
HBO por 7 dias foram capazes de aumentar os níveis de ADAMTS13, assim como na 
combinação dos dois métodos, o que pode estar associado a menor formação de trombo, como 
já descrito em experimentos envolvendo camundongos deficientes em ADAMTS13 (Chauhan 
et al., 2008). Outros estudos também mostraram que estes animais apresentaram infartos 
significativamente maiores após a oclusão da artéria cerebral média (Zhao et al., 2009), além 
de redução significativa da proliferação endotelial 2 semanas após o AVC, com diminuição da 
neovascularização e aumento de 82% na permeabilidade da barreira hematoencefálica. O 
mecanismo envolvido nesse processo pode estar relacionado à regulação negativa da 
angiopoietina-1 e da galectina-3, bem como à diminuição da fosforilação do VEGFR-2 (Xu et 
al., 2017). 
 Além do mais, pacientes que sofreram AVC agudo possuem níveis mais baixos de 
ADAMTS13 (Denorme et al., 2017), sendo também associado ao risco de trombose em 
mulheres (Llobet et al., 2017). Em nossa pesquisa na literatura, encontramos apenas três 
estudos sobre os níveis de ADAMTS13 em indivíduos exercitados (Claus et al., 2006; Stakiw 
et al., 2008; Van Loon et al., 2014), porém estes não estão relacionados aos processos 
trombóticos, o que permite que o nosso estudo sobre a influência do exercício físico nos níveis 
de ADAMTS13 relacionado a trombose sejam inéditos. O mesmo ocorre no tratamento com 
HBO, no qual mesmo envolvendo outras complicações, não há estudos na literatura que 
descrevam os níveis de ADAMTS13 após o tratamento.  
Há relatos de que o estresse oxidativo crônico decorrente principalmente de células 
endoteliais em ambientes inflamatórios crônicos, como por exemplo no envelhecimento 
vascular e diabetes, reduz a clivagem dos multímeros de VWF por ADAMTS-13, assim como 
após a liberação de ROS por neutrófilos ativados resultando no seu acúmulo e aumento do 
efeito pró-trombótico (Chen et al., 2010; Lancellotti et al., 2010). Como vimos anteriormente, 
tanto o exercício físico quanto o tratamento com HBO atuam possivelmente equilibrando os 
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níveis de ROS, que pode ter influenciado a atividade de ADAMTS13 com posterior aumento 
da clivagem de vWF, reduzindo o tamanho do trombo formado. 
Uma outra possibilidade de melhora do remodelamento vascular é através da expressão 
de LC3. A autofagia desempenha um papel crítico no desenvolvimento, na diferenciação de 
células e nas respostas ao estresse, além de prevenir doenças como tumores, miopatias, doenças 
neurodegenerativas e de resistir à infecção por microrganismos patogênicos, retardando o 
processo de envelhecimento e prolongando a vida útil. Diversos estudos envolvendo o papel 
do exercício físico na autofagia foram realizados, sendo estes mais relacionados a reciclagem 
de células musculares e a sua necessidade para a adaptação ao treino pelo músculo (Kim et al., 
2018; Martin‐Rincon et al., 2018), assim como na prevenção do envelhecimento (Shirakabe et 
al., 2016; Radak et al., 2018). Já foi reportado que o tratamento com HBO aumenta a expressão 
da autofagia em ratos após indução de lesão na medula, além de acelerar a taxa de reparo 
celular, o que pode representar um dos mecanismos de ação da HBO no tratamento da lesão 
medular (Sun et al., 2016). 
Verificamos que os níveis de LC3 chegam a dobrar no local da lesão após o tratamento 
com HBO por 7 dias, porém não sabemos exatamente quais os tipos celulares que estão 
sofrendo autofagia. Em nossa análise in situ, detectamos a presença de LC3 tanto na área de 
trombo quanto de neoíntima. Um estudo demonstrou que o trombo formado pela lesão com 
FeCl3 é muito próximo morfologicamente ao trombo coronário em humanos, no qual as 
plaquetas são os maiores constituintes seguido por leucócitos, neutrófilos e monócitos 
(Novotny et al., 2018). Assim como diversos tipos celulares, as plaquetas possuem toda 
maquinaria autofágica e estudos mostram que a deleção de ATG7 (gene responsável pela 
ativação de LC3) em células hematopoiéticas prejudica a megacariopoiese, trombopoese e 
hemostasia, produzindo plaquetas maiores, porém com problemas funcionais (Cao et al., 2015). 
No entanto, a deleção de ATG7 em megacariócitos maduros e plaquetas resulta em hemostasia 
alterada, no qual o número e o tamanho das plaquetas permanecem inalterados, mas com 
agregação e empacotamento de grânulos defeituosos, promovendo o sangramento em 
camundongos (Ouseph et al., 2015).  
Por outro lado, a autofagia pode participar na indução da proliferação de CML em 
resposta a vários estímulos, incluindo o TNF-α. O tratamento dessas células com a proteína 
Sonic hedgehog induziu a autofagia e promoveu a proliferação em uma forma dependente da 
Akt (Li et al., 2012). Outros estudos contrariam esses achados, no qual experimentos com 
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camundongos deficientes no processo autofágico específico em CML mostram a senescência 
celular acelerada, aumento na formação de neoíntima e progressão da aterosclerose em 
camundongos deficientes em Apoe e alimentados com dieta hiperlipídica (Grootaert et al., 
2015). Outro estudo com o mesmo modelo animal reportou o aumento da contratilidade 
vascular, possivelmente através da desregulação da homeostase do cálcio nas células-tronco 
embrionárias (Michiels et al., 2015). Relatos anteriores também mostraram que a autofagia 
prejudicada em camundongos idosos leva ao aumento da rigidez arterial, o que poderia ser 
revertido pela espermidina, uma molécula poliamina indutora da autofagia e redutora do 
estresse oxidativo, atuando no remodelamento arterial (Larocca et al., 2013). Já na 
aterosclerose a autofagia em CMLs pode promover a doença, pelo menos em parte, através da 
morte de CMLs e a consequente perda da capacidade de sintetizar proteínas de matriz 
extracelular, o que  pode promover a instabilidade da placa e a progressão da aterosclerose 
(Osonoi et al., 2018). Esses achados evidenciam a necessidade de aprofundamento do estudo 
sobre o aumento do processo autofágico após o tratamento com HBO, no intuito de identificar 
os componentes celulares mais afetados e o seu real papel no remodelamento vascular na 
trombose. Além disso, ensaios in vitro observando a defesa antioxidante e os processos 
oxidativo presente em diferentes tipos celulares, como por exemplo em CML interagindo com 
CPEs, podem auxiliar na melhor compreensão do funcionamento local da HBO. 
Nossos resultados corroboram com o já descrito em literatura e enfatizam que a prática 
de exercícios físicos é benéfica como um fator preventivo no desenvolvimento da trombose, 
além de assimilar que o tratamento com HBO possui poder de manutenção da área lesionada. 
Juntos, essas duas medidas (preventiva e profilática) podem certamente ser uma estratégia 
notória para o tratamento de doenças cardiovasculares relacionadas ao dano vascular, assim 
como para o desenvolvimento de fármacos que possam mimetizar as reações obtidas pela 
prática do exercício físico e do tratamento da HBO. 
 
VI. CONCLUSÕES 
 
O presente estudo forneceu evidências de que o exercício físico de alta intensidade, 
realizado 5x por semana e durante 3 semanas, assim como o tratamento com HBO após a lesão 
arterial, podem prevenir a trombose e aumentar a resolução do trombo. Tanto o exercício 
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quanto o tratamento com HBO são capazes de melhorar o tônus vascular e favorecer a migração 
de células progenitoras para o local da lesão, atuando no reparo do endotélio. A combinação do 
exercício e do tratamento com HBO por 7 dias apresentou os melhores resultados, atuando de 
forma mais eficaz na resolução do trombo e na diminuição da formação de neoíntima.  
 
 
 
Figura 78. Resumo das reações promovidas pelos tratamentos. O exercício físico de alta 
intensidade, assim como o tratamento com HBO, possuem efeitos positivos na trombose através 
de diversos mecanismos moleculares e celulares, podendo ser utilizado na prevenção e no 
tratamento de doenças cardiovasculares. 
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